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RESUMO 
Nas doenças do coração ocorre hipertrofia e remodelamento do ventrículo 
esquerdo com impacto negativo na evolução clínica. Esses fatores influenciam 
independentemente o risco cardiovascular por elevarem a predisposição a infartos do 
miocárdio, ao desenvolvimento de insuficiência cardíaca e ao aparecimento de arritmias 
ventriculares graves. Estruturalmente ocorrem crescimento e degeneração dos miócitos 
cardíacos, fibrose e alterações da microcirculação. Estas alterações comprometem 
irreversivelmente a histoarquitetura do miocárdio, limitando a eficácia dos tratamentos 
convencionais, principalmente no estágio mais avançado caracterizado pela 
insuficiência cardíaca. 
A rede de sinalização celular envolvida na resposta das células miocárdicas 
(miócito e não miócitos) a forças mecânicas tem papel crítico na compreensão da 
patogênese da hipertrofia. A quinase de adesão focal (FAK), uma enzima associada à 
sinalização por integrinas, é ativada precocemente e exerce influência no 
desenvolvimento e sustentação da resposta hipertrófica do miocárdio à sobrecarga 
pressórica. 
Nesse estudo foi avaliado o efeito de um composto inédito derivado de 
quinazolina (BZLO) com potencial ação inibitória da FAK no coração de camundongos 
submetidos à sobrecarga pressórica por coarctação da aorta. 
In vitro, esse composto inibiu a atividade catalítica da FAK purificada com IC50 
de 1nM. In vivo, o tratamento dos camundongos submetidos à coarctação da aorta com 
o composto (BZLO) provocou inibição do resíduo Tyr
397
 da FAK. Demonstrando que o 
composto não só preveniu, mas também promoveu regressão da hipertrofia do 
ventrículo esquerdo típica do modelo, acompanhada de atenuação da hipertrofia dos 
cardiomiócitos e da fibrose intersticial, e preservação da função ventricular.
 xxiv 
Esses resultados indicam que o tratamento com o composto (BZLO), 
presumivelmente por inibir a FAK, atenua as alterações estruturais e funcionais 
provenientes da sobrecarga pressórica crônica no ventrículo esquerdo de camundongos, 
sugerindo seu potencial como alternativa na prevenção e tratamento da insuficiência 
cardíaca. 
Palavras chaves: Insuficiência Cardíaca; Proteínas Tirosina Quinases; Estresse 
Mecânico; Hipertrofia ventricular; Efeitos de drogas; Terapêutica 
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ABSTRACT 
Cardiac remodeling and hypertrophy have negative impact in the evolution of 
heart disease. They raise predisposition to myocardium infarction, heart failure and fatal 
ventricular arrhythmias, being independent markers of cardiovascular prognosis. 
Cardiomyocyte growth followed by degeneration, interstitial fibrosis and 
alterations in the microcirculation can be detected structurally in hypertrophic hearts. 
These alterations jeopardize myocardium tissue architecture irreversibly limiting 
therapeutic efficacy especially in advanced stages of disease with heart failure.   
The understanding of signaling network in response to mechanical stimuli is 
crucial in the study of cardiac hypertrophy. Focal adhesion kinase (FAK) an enzyme 
linked to signaling by integrins is activated in response to pressure overload and 
influences the development of myocardial hypertrophic response.  
In the present study, a compound based on quinazoline scaffold which is a FAK 
inhibitor, named BZLO, is examined for its effects on cardiac hypertrophy of mice 
model of aortic constriction. BZLO strongly inhibits catalytic activity of purified FAK 
in vitro (IC50 = 1nM). Satisfactory bioavailability of BZLO was observed after oral 
administration. BZLO treatment decreased FAK phosphorylation at Tyr
397
 and 
attenuated cardiomyocyte growth and interstitial fibrosis preserving cardiac function in 
the mice model of chronic pressure overload induced by aortic constriction.  
These findings suggest that BZLO is effective in attenuating the deleterious 
structural and functional consequences of chronic pressure overload in mice heart, 
suggesting that it has the potential to be considered as an option for the prevention and 
treatment of heart failure. 
Keywords: Heart Failure; Protein-Tyrosine Kinases; Mechanical Stress Left 
Ventricular Hypertrophy; Drug effects; Therapeutics 
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1.1 – Doenças cardiovasculares 
1.1.1 - Epidemiologia da insuficiência cardíaca 
As doenças cardiovasculares são as principais causas de mortalidade no mundo, 
sendo responsáveis direta ou indiretamente por cerca de 1/3 de todas as mortes (World 
Health Organization, 2009). Dentre as doenças cardiovasculares que mais contribuem para 
essa situação destacam-se a doença isquêmica, a hipertensão arterial e as doenças 
valvulares. É interessante notar que as doenças cardíacas, indenpendentemente dos 
mecanismos patogênicos iniciais, resultam naturalmente em um estado de deterioração 
estrutural e funcional do miocárdio, cuja progressão leva ao desenvolvimento da 
insuficiência cardíaca, comprometendo a capacidade do coração em manter o débito 
cardíaco em níveis adequados à demanda do organismo (Heineke e Molkentin, 2006). 
A insuficiência cardíaca afeta cerca de 2% a 3% da população nos países 
industrializados, com aumento expressivo em adultos com idade acima de 65 anos 
(McMurray e Pfeffer, 2005; Shafazand et al, 2009; Lloyd-Jones et al, 2010). Embora dados 
estatísticos não estejam disponíveis em todos os países, a insuficiência cardíaca pode ter 
alcançado proporções epidêmicas tanto nos países desenvolvidos quanto nos países em 
desenvolvimento (Kelly, 1997; Hodges, 2009; American heart Association, 2009). Estima-
se que aproximadamente 15 milhões de europeus e 6 milhões de americanos sofram de 
insuficiência cardíaca (Dickstein et al, 2008; Lloyd-Jones et al, 2010).  
A sobrevivência de pacientes com diagnóstico de insuficiência cardíaca em 5 anos é 
de apenas 50% e pode ser comparado ao diagnóstico de diversos tipos de câncer (Stewart et 
al, 2001, Buyandelger et al, 2011). A insuficiência cardíaca é a principal causa de 
hospitalização e mortalidade, e também é responsável pelo gasto de grande parte do 
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orçamento investido na área de saúde em todo o mundo. Nos EUA, o custo anual 
envolvendo a insuficiência cardíaca em 2010 foi de $39 bilhões, aproximadamente 2% do 
orçamento total gasto pelo sistema de saúde (Liao et al, 2008; Lloyd-Jones et al, 2010). No 
Brasil, a insuficiência cardíaca já se tornou a primeira causa de internação hospitalar em 
pacientes acima de 60 anos de idade e a sexta causa de internação em pacientes entre 15 e 
59 anos com gasto estimado acima de 225 milhões de reais no ano de 2004 (Fiorelli et al 
2008). 
Apesar dos programas dirigidos ao tratamento da insuficiência cardíaca terem 
evoluído substancialmente nos últimos anos com o desenvolvimento de drogas e outras 
estratégias terapêuticas, decorrentes dos avanços tecnológicos em diferentes áreas do 
conhecimento, e embora esse progresso tenha se traduzido na melhora dos índices de 
sobrevivência em alguns países, a insuficiência cardíaca é ainda uma condição de alta 
letalidade (MacIntyre et al, 2000; Schaufelberger et al, 2004; Dickstein et al, 2010). 
 
1.1.2. Fisiopatologia da insuficiência cardíaca 
O entendimento dos mecanismos celulares e moleculares responsáveis pelo 
desenvolvimento da disfunção cardíaca nas diversas doenças cardiovasculares é aguardado 
com a expectativa de que possa resultar em desenvolvimentos que levem a novas e mais 
efetivas opções terapêuticas para a prevenção e tratamento da insuficiência cardíaca. 
Estudos que avaliaram a história natural de doenças que culminam com 
desenvolvimento de insuficiência cardíaca mostraram sua relação com o remodelamento 
progressivo das câmaras cardíacas, principalmente do ventrículo esquerdo (Douglas et al, 
1989; Cohn, 1995; Vasan et al, 1997). 
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O processo de remodelamento cardíaco é uma consequência das doenças primárias 
que afetam o coração, mas também uma causa, dada as desvantagens mecânicas, da 
deterioração progressiva da estrutura e função do miocárdio (Mudd e Kass, 2007; 
Braunschweig et al, 2011, Tamargo e López-Sendón, 2011).  
Diversas alterações que ocorrem associadas ao processo de remodelamento 
ventricular podem contribuir para a progressão da disfunção cardíaca. A principal entre 
estas é o aumento da tensão na parede das câmaras. Como exemplo, consequente ao 
aumento de tensão, o ventrículo esquerdo assume uma forma mais volumosa e esférica 
(Linzbach, 1960), que está associada a um aumento da tensão diastólica por razões 
geométricas. Como a carga volumétrica no final da diástole (pré-carga) contribui 
importantemente para a pós-carga, a qual o coração tem que vencer no início da sístole, a 
dilatação por si só aumenta o trabalho do coração e o consumo de oxigênio.  
Além disso, com o aumento do volume diastólico a parede ventricular afila, o que, 
associado com o aumento na pós-carga criado pela dilatação leva um desbalanço entre a 
capacidade do coração de gerar força e carga no início da sístole, um fenômeno conhecido 
como afterload mismatch, que contribui consideravelmente para a redução do débito 
cardíaco (Ross, 1983). Ainda, a elevação da tensão diastólica leva a um estado de 
hipoperfusão do subendocárdio, que contribui para a piora da função contrátil (Vatner, 
1988). 
O processo de remodelamento cardíaco não apenas resulta, mas também impacta na 
estrutura e função do miocárdio, por meio de influências na biologia dos miócitos 
cardíacos, bem como dos componentes não miocitários, como os fibroblastos e os 
elementos da microcirculação. 
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Os miócitos cardíacos apresentam várias alterações que contribuem para a perda 
progressiva da função contrátil, incluíndo a diminuição da quantidade da isoforma alfa e o 
aumento da isoforma beta da cadeia pesada da miosina (Lowes et al, 1997), perda 
progressiva dos miofilamentos e a alteração das proteínas do citoesqueleto (Schaper et al, 
1991), alteração do processo de excitação-contração (Beuckelmann et al, 1992) e 
dessenbilização da sinalização por receptores beta-adrenérgicos (Bristow et al, 1982). 
Associadas à perda de miócitos cardíacos, seja por necrose, ou por apoptose, modificações 
estas que levam à redução no desempenho contrátil do miocárdio (Davies et al, 1995).  
As alterações dos miócitos envolvem processos de sinalização que controlam 
mecanismos complexos que incluem aqueles de controle de processos de expressão gênica, 
homeostase do cálcio, manutenção do aparato contrátil e outros. 
Além das alterações do miócitos cardíacos, as modificações no interstício do 
miocárdio também contribuem para a disfunção cardíaca (Weber, 1997). Talvez a alteração 
mais clara do insterstício seja o desenvolvimento de fibrose perivascular no entorno dos 
vasos intramiocárdicos, assim como a fibrose reparativa que ocorre em placas ao longo da 
estrutura do miocárdio e resulta da proliferação e produção de matriz extracelular por 
fibroblastos em substituição ao desaparecimento de miócitos por apoptose ou necrose. 
O excesso de matriz extracelular leva a uma redução na complacência das câmaras, 
mas também contribui para o comprometimento da função contrátil do miocárdio, em parte 
explicado pela ativação de enzimas proteolíticas no miocárdio (Thomas et al, 1998).  
Apesar de não serem ainda conhecidos os mecanismos que levam a ativação da 
atividade proteolítica das metaloproteínases de matriz no remodelamento cardíaco, TNF e 
outras citocinas e fatores de crescimento que são expressos no miocárdio durante o 
processo de remodelamento são capazes de ativar as metaloproteínases. Coletivamente, as 
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enzimas proteolíticas com atividade colagenolítica conhecidas como metaloproteínases de 
matriz levam a degradação progressiva da matriz extracelular, que resulta em 
realinhamento dos feixes e/ou de miócitos individuais (slippage) do miocárdio, 
contribuindo para o afilamento do miocárdio e dilatação das câmaras cardíacas. 
 
1.1.3 - Definição e classificação da hipertrofia cardíaca 
A hipertrofia cardíaca é o aumento da massa cardíaca, reflexo do remodelamento 
cardíaco em resposta ao estresse mecânico e a outros estímulos. O processo hipertrófico é 
um mecanismo pelo qual o coração normaliza o estresse da parede ventricular e o consumo 
de oxigênio, e pode ser caracterizado como uma resposta fisiológica ou patológica. A 
hipertrofia cardíaca fisiológica (adaptativa) ocorre em indivíduos saudáveis após atividade 
física, por exemplo, onde há aumento da complacência cardíaca e não está associada à 
deterioração cardíaca. Na hipertrofia fisiológica, a função e estrutura cardíaca são 
preservadas e não estão associadas com insuficiência cardíaca (Dorn et al, 2003; Gupta et 
al, 2007). 
Em contraste, a hipertrofia patológica (mal-adaptativa) é caracterizada por 
alterações metabólicas, estruturais e funcionais do coração. Estas mudanças podem incluir 
o metabolismo de glicose, alterações no equilíbrio de cálcio, morte celular e fibrose, 
disfunção sistólica e diastólica, alteração da condução elétrica, arritmias e risco elevado de 
morte súbita e insuficiência cardíaca (Lorell e Carabello, 2000; Dorn et al, 2003).  
Diferentes formas de estresse hemodinâmico (hipertensão, estenose aórtica, 
coarctação da aorta, regurgitação mitral, infarto do miocárdio) aumentam a pressão ou 
volume intraventricular, desencadeando a resposta hipertrófica. De um modo geral, a 
hipertrofia cardíaca pode ser dividida em dois tipos: a hipertrofia excêntrica, em que o 
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principal estresse é sobrecarga de volume, cuja hipertrofia é caracterizada por aumento da 
espessura da parede do coração e dilatação ventricular com adição dos sarcômeros em 
série; e a hipertrofia concêntrica, na qual o estímulo se dá por sobrecarga de pressão, e é 
caracterizada por um aumento na espessura da parede com deposição dos sarcômeros em 
paralelo, sem grandes alterações no tamanho da câmara cardíaca (Dorn et al, 2003). 
Embora, o processo hipertrófico seja inicialmente benéfico, a hipertrofia prolongada pode 
ser deletéria, resultando em arritmias, insuficiência cardíaca e morte súbita (Pokrael et al, 
2003). 
 
1.1.4 - Vias de sinalização da hipertrofia patológica 
O desenvolvimento da hipertrofia cardíaca e a progressão para a insuficiência 
cardíaca é o resultado de um conjunto de fatores, incluindo alteração da expressão gênica, 
fatores neuro-humorais, apoptose, déficit do metabolismo energético, arritmias, disfunção 
vascular, aumento na deposição de colágeno, os quais comprometem a função sistólica e 
diastólica do coração (Gupta et al, 2007).  
As duas principais vias de sinalização celular que modulam a hipertrofia cardíaca 
incluem a via de sinalização envolvida no estímulo biomecânico e aos fatores neuro-
humorais. O estresse mecânico ativa moléculas sensíveis ao estresse no coração, incluindo 
canais iônicos, integrinas, receptores associados à proteína G (GPRC) e outras proteínas do 
citoesqueleto, que convertem os sinais mecânicos em sinais bioquímicos e transmitem estes 
aos sarcômeros, aos segundos mensageiros e ao núcleo (Heineke e Molkentin, 2006; Opie 
et al, 2006). Entretanto, ainda não está completamente esclarecido como o estresse 
mecânico, atribuído à sobrecarga de pressão é sentido e transduzido nos cardiomiócitos 
desencadeando o processo hipertrófico.  
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Recentemente, tem sido proposto que um receptor de estresse estaria localizado na 
região sarcomêrica do disco-Z (Frank et al, 2006), envolvendo proteínas como a MLP 
(Knöll et al, 2002) e calsarcina-1 (Frey et al, 2004). Igualmente, outras proteínas 
localizadas adjacentes ao sarcômero e ligadas à integrina, como a melusina (Brancaccio et 
al, 2003) e a quinase de adesão focal (FAK) (Peng et al, 2006), também têm sido associadas 
à mecanotransdução cardíaca.  
Em adição, os fatores neuro-humorais, incluindo sinais adrenérgicos, o sistema 
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) como angiotensina II e sinalização dependente de 
endotelina-1, os quais são secretados pelos cardiomiócitos e por outras células do coração 
em resposta ao estímulo mecânico, contribuindo também para o processo da hipertrofia 
cardíaca, fibrose, apoptose, disfunção contrátil e alterações no metabolismo energético 
(Heineke e Molkentin, 2006; Opie et al, 2006; Frank et al, 2008). 
Os mecanismos pelos quais o coração adapta uma resposta frente ao processo de 
sobrecarga hemodinâmica, desencadeando fenótipos adaptativo (hipertrofia compensada) 
e/ou mal-adaptativo (insuficiência cardíaca), têm sido alvo de considerável investigação 
(Kehat e Molkentin, 2010). Embora a hipertrofia em resposta a uma sinalização patológica 
seja tradicionalmente considerada uma resposta adaptativa requerida para manter o trabalho 
cardíaco frente a um estresse, a hipertrofia prolongada está associada ao aumento 
significante no risco de morte súbita ou progressão para a insuficiência cardíaca, 
independente da causa da hipertrofia, sugerindo que o processo hipertrófico não é 
completamente benéfico (Kannel et al, 1969; Levy et al, 1990; Vakili et al, 2001; Esposito 
et al, 2002; Frey et al, 2004). 
Em outras palavras, a hipertrofia cardíaca é um marco importante na fisiopatologia 
da insuficiência cardíaca, chegando-se à proposição de que sua supressão pode ser a chave 
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para impedir a progressão para insuficiência. De outro lado, caso a hipertrofia em resposta 
ao estresse seja considerada um processo completamente mal-adaptativo, uma metodologia 
lógica seria então identificar eventos moleculares importantes e eventualmente desenvolver 
estratégias para prevenir ou reverter o fenótipo hipertrófico, evitando-se dessa forma o 
desenvolvimento da insuficiência cardíaca ainda em estágio precoce (Frey e Oslon, 2003). 
 
1.1.5 - Drogas convencionais no tratamento de doenças cardiovasculares 
O sucesso de terapias com drogas abrangendo o cenário da hipertrofia e 
insuficiência cardíaca tem-se focado em mecanismos chaves que estão envolvidos na 
ativação do sistema neuro-humoral como parte do processo da fisiopatologia da doença. 
Em particular, o sistema nervoso simpático (SNS) e o sistema renina- angiotensina- 
aldosterona (SRAA) representam alvos neuro-humorais importantes (Sata e Krum, 2010; 
Belmonte e Blaxall, 2011 ). 
O maior empenho da indústria farmacêutica durante as últimas quatro décadas têm 
sido direcionado na busca de drogas que atuam em receptores associados à proteína G 
(GPRCs). Estes receptores são mediadores de mecanismos regulatórios agudos envolvidos 
no controle da função cardiovascular, como contratilidade. E também em processos 
crônicos, como a hipertrofia; que contribuem para o desenvolvimento de doenças 
cardiovasculares, incluindo a insuficiência cardíaca (Penela et al, 2006; Tilley , 2011).  
A utilização de β-bloqueadores, inibidores da enzima conversora de angiotensina 
(ECA), bloqueadores dos receptores de angiotensina e aldosterona representa grande parte 
dos tratamentos atuais e é ainda a principal terapia para a insuficiência cardíaca objetivando 
a redução dos sintomas, melhora da função cardíaca, aumento na taxa de sobrevivência e 
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redução de hospitalização. Apesar de existirem grandes variações em relação à sua 
eficiência (Hodges, 2009; Sata e Krum, 2010).  
Embora, esses medicamentos tenham contribuído com uma melhora na taxa de 
mortalidade de pacientes com insuficiência cardíaca, a perspectiva de tratamento ainda 
permanece ruim com mais de 40% dos pacientes diagnosticados, sendo hospitalizados ou 
morrendo após um ano (Kaye e Krum, 2007). 
De fato, a atuação em receptores como estratégia terapêutica, como exemplo 
GPCRs, com o objetivo de reduzir a mortalidade e melhorar a qualidade de vida de 
pacientes com doenças cardiovasculares é reconhecido e tem avançado. Por outro lado, se 
imaginarmos que os receptores representam o início de um evento de uma rede de 
sinalização, é possível afirmar que existem inúmeros alvos com potencial de inibição 
específico ao longo da cascata. Dentre estes, destacam-se as proteínas quinases (Anderson 
et al, 2006). 
Assim, a organização e inserção das proteínas quinases como chave fundamental em 
vias de sinalização celular apontam para um novo desafio terapêutico, já que drogas com 
alvos específicos para inibição de proteínas quinases em tese teriam a capacidade de agir 
com maior seletividade e eficiência quando comparadas às drogas que atuam somente nos 
receptores, possivelmente diminuindo os efeitos biológicos indesejados (Anderson et al, 
2006). 
 
 
1.2 - Proteínas quinases 
O genoma humano codifica cerca de 500 proteínas quinases, constituindo 
aproximadamente 2% dos genes humanos (Rubin et al, 2000; Hanks, 2003). Mais de 30% 
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do total de proteínas humanas podem ser modificadas por atividade de quinases, as quais 
são conhecidas por regular a maioria das vias celulares, especialmente aquelas envolvidas 
na transdução de sinais. Estes números indicam que as proteínas quinases exercem amplo 
efeito e regulação no controle fisiológico e fisiopatológico em humanos (Cohen, 2001; 
Eglen e Reisine, 2009).  
As proteínas quinases são enzimas que catalisam uma simples reação: a 
transferência do fosfato terminal (gama) do ATP para o grupo hidroxila de um resíduo de 
aminoácido de tirosina (Tyr), treonina (Thr) e serina (Ser) (Johnson, 2009). Elas compõem 
a maior família de proteínas nos seres eucariontes e, são componentes fundamentais na 
cascata de sinalização que ocorre no controle intracelular, tanto na regulação como na 
transdução de sinais, utilizando para isso diferentes mecanismos que vão desde alterações 
químicas e estruturais das proteínas até mesmo o controle transcricional, mecanismos 
importantes com alta eficiência no controle da atividade protêica (Engh e Bossemeyer, 
2001). 
A ativação da cascata de transdução de sinais permite que um estímulo 
relativamente pequeno seja amplificado e traduzido em uma ampla resposta biológica, 
como por exemplo, a reprogramação da expressão gênica (Paul e Mukhopadhyay, 2004). 
Dessa forma, não é surpreendente que alterações na fosforilação das proteínas quinases 
sejam atribuídas como causa e também consequência de muitas doenças (Cohen, 2002; 
Melnikova e Golden, 2004; Fabbro et al 2012; Grimminger et al, 2010). Anormalidades na 
atividade de proteínas tirosina quinases estão associadas a diversas doenças como 
imunodeficiência, inflamação, artrite reumatóide, psoríase, diabetes, câncer, aterosclerose, 
doenças neurológicas e cardiovasculares (Eglen e Reisine, 2009). 
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A maior parte das proteínas quinases possuem no mínino dois domínios: um 
domínio catalítico, que serve para ligar e fosforilar proteínas; e uma região regulatória que 
interage diretamente com proteínas auxiliares modulando alostericamente a atividade do 
domínio catalítico.  Devido aos sítios de reconhecimento dos substratos, as quinases são 
divididas em duas grandes classes: tirosina quinase (TKs) e serina/treonina quinase (STKs). 
Das quais muitas são citoplasmáticas, e outras tantas atuam como receptores de membrana 
celular (Cowan-Jacob, 2006). As proteínas tirosinas quinases são divididas em duas 
grandes categorias: os receptores de tirosina quinase (RTKs) e não receptores de tirosina 
quinases (NRTKs), e são estimadas em conter 58 e 32 membros no genoma humano, 
respectivamente (Manning et al, 2002). 
Os receptores de tirosina quinase (RTKs) estão inseridos na membrana plasmática e 
contêm uma porção extracelular (região de ligação) e uma porção intracelular, que possui 
atividade catalítica e regulatória. A família dos receptores (RTKs) inclui o receptor de 
insulina (IGFR) e os receptores de diversos fatores de crescimento como: fator de 
crescimento derivado de plaqueta (PDGF); fator de crescimento epidermal (EGF); fator de 
crescimento de fibroblasto (FGF) e outros (Ullrich e Schlessinger, 1990).  
Em contraste, os não receptores de tirosinas quinases (NRTKs) estão localizados na 
região intracelular e são desprovidos da porção extracelular ou transmembrana, mas 
possuem domínios moduladores que são responsáveis por controlar e regular a atividade 
catalítica (Chen et al, 2008). Por terem esta localização, tirosinas quinases podem mediar à 
transdução de ambos os sinais intracelulares como extracelulares.  
Devido ao papel crítico destas proteínas na comunicação celular e manutenção da 
homeostase, a atividade de tirosina quinase é rigorosamente controlada (Paul e 
Mukhopadhyay, 2004). Tais proteínas são normalmente quiescentes até serem ativadas por 
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estímulos extracelulares ou por ligantes, como por exemplo fatores de crescimento (VEGF 
e PDGR) ou estímulos intracelulares (tal qual o estresse oxidativo e mecânico). A família 
dos NRTKs incluem Src, Abl, JAKs, e FAK, entre outros (Superti-Furga e Courtneidge, 
1995; Hunter, 1995; Schlessinger 2000). 
 
1.2.1 - Quinase de adesão focal – FAK 
A quinase de adesão focal (FAK) é uma proteína da família das proteínas tirosinas 
quinases citoplasmáticas de 125 KDa que se localiza em sítios de adesão celular 
enriquecidos de integrina, descrita como um substrato de v-Src em fibroblastos 
transformados (Schaller et al, 1992). A FAK funciona como potente mediador de 
sinalização das integrinas, envolvida na regulação de processos biológicos essenciais, tais 
como adesão, migração, proliferação e sobrevivência celular (Sieg et al, 2000; 
Chatzizacharias et al, 2008). Estudos utilizando modelos animais demonstraram a 
importância da FAK no desenvolvimento embrionário e no sistema cardiovascular. 
Somado-se a isso, dados recentes suportam o papel da sinalização mediada pela FAK no 
crescimento hipertrófico de cardiomiócitos diferenciados em reposta ao estresse mecânico, 
hormônios e fatores de crescimento (Franchini, 2012). 
 
1.2.2 - Estrutura e regulação da FAK      
A estrutura primária da FAK é constituída por um domínio central tirosina quinase, 
localizado entre o domínio N-terminal (FERM) e o domínio C-terminal que inclui uma 
região proximal rica em prolina e uma região distal FAT (Focal Adhesion Targeting) 
(Parsons, 2003). Estes domínios estão dispostos em uma estrutura globular tripartite, com o 
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domínio FERM organizado em uma conformação compacta contendo três subdomínios 
independentes (F1, F2 e F3) conectados por uma sequência desestruturada ao domínio 
catalítico, que por sua vez, se liga ao domínio FAT (Focal Adhesion Targeting) uma região 
naturalmente rica em prolina (Lietha et al, 2007; Ceccarelli et al, 2006; Nowakowski et al, 
2002; Arold et al, 2002; Cooper et al, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1- Esquema representativo da estrutura da FAK e suas funções, demonstrando os 3 
domínios (FERM, KINASE e FAT). Abaixo do diagrama estão descritas as múltiplas 
funções celulares mediadas por essa via de sinalização, relatadas em regiões e domínios 
específicos. 
 
 
A atividade catalítica da tirosina quinase (FAK) é dirigida por um sítio de 
autofosforilação (Y397) localizado em uma conexão entre o domínio FERM e o domínio 
catalítico, cujo mecanismo é crítico para diversas funções celulares. (Parsons, 2003). O 
controle da atividade da FAK é complexo e normalmente envolve uma regulação dinâmica 
do estado inativo e ativo e a localização subcelular da enzima. Por exemplo, durante a 
migração e dispersão celular dependente de integrina, a FAK é recrutada para adesão focal, 
resultando na sua ativação, pressupondo que haja conversão da FAK do estado inativo para 
ativo (Calalb et al, 1995; Schaller et al, 1994; Kornberg et al, 1992). 
Migração celular 
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Agora é compreendido que a manutenção da atividade da FAK é em grande parte, 
determinada por uma complexa interação auto-inibitória intra e inter/moleculares com 
diferentes associações envolvendo muitas proteínas e lipídeos (Parsons, 2003; Schaller 
2011). A auto-inibição da FAK é realizada por interações intra/moleculares entre os 
domínios FERM e quinase, as quais bloqueiam o acesso do ATP e de proteínas alvo ao sítio 
catalítico (Cooper et al, 2003; Dunty et al, 2004; Lietha et al, 2007). Esta configuração 
auto-inibitória da FAK é estabilizada pela interação do subdomínio FERM (F2) com o 
lobo-C do domínio catalítico. Mas, ligações adicionais do segmento do “linker” 
estabelecem a ativação do Tyr 397 com o subdomínio FERM (F1), contribuindo no 
controle da atividade da FAK por manter o resíduo de tirosina no estado não fosforilado 
(Lietha et al, 2007). Recentemente, um modelo deu suporte à hipótese que a ativação da 
FAK é provocada pela liberação da conformação auto-inibitória entre o domínio FERM e o 
domínio catalítico, de forma que haja abertura do sítio catalítico dando assim acesso ao 
ATP e a proteínas alvo (Lietha et al, 2007).  
Uma vez a FAK ativa, o resíduo Tyr 397 é imediatamente autofosforilado. De 
acordo com este modelo, eventos moleculares responsáveis por induzir o deslocamento do 
FERM para o domínio catalítico são cruciais para a ativação da FAK.  Dessa forma, 
suspeita-se que a ativação de parceiros poderia dar início ao deslocamento do FERM para o 
domínio quinase (Lietha et al, 2007). Embora a natureza destas relações não esteja 
completamente esclarecida, há evidências sugerindo que as integrinas podem ser parte deste 
processo. Por exemplo, pequenos peptídeos do domínio citoplasmático de integrina-B 
podem interagir com o domínio FERM da FAK e desencadear sua ativação (Schaller et al, 
1994; Cooper et al, 2003).  
  42 
Em adição, outras proteínas que interagem com o domínio FERM poderiam regular 
sua atividade interferindo diretamente na conformação auto-inibitória, como o caso dos 
receptores de tirosina quinase, que intermedeiam à ativação da FAK através dos fatores de 
crescimento (Frame et al, 2010). Entretanto, os detalhes dos mecanismos moleculares 
importantes para a ativação da FAK por estes receptores ainda não estão bem esclarecidos. 
Uma exceção é a regulação da FAK pela Src, que é crítica para muitas funções da 
FAK. A fosforilação do resíduo Tyr 397 cria um sítio de ligação homólogo com a Src 
(SH2), que junto com o sítio de ligação próximo (SH3) rico em prolina pode interagir com 
a Src (Parsons, 2003; Lietha et al, 2007; Schaller et al, 1994). A ativação da Src no 
complexo FAK/Src leva posteriormente à fosforilação dos resíduos Tyr576 e Tyr577 dentro 
do loop de ativação do domínio quinase da FAK, fenômeno conhecido por potencializar a 
atividade da FAK (Calalb et al, 1995). Por fim, a atividade da Src fosforila o resíduo 
Tyr861 e Tyr925 na região C-terminal, podendo regular eventos celulares por ligar-se ao 
domínio SH2 de proteínas de sinalização (Calalb et al, 1996; Schlaepfer e Hunter, 1996). 
 
1.2.3 - Sinalização da FAK na hipertrofia cardíaca 
As células cardíacas são irreversivelmente desprovidas de ciclo celular logo após o 
nascimento. Assim, o crescimento subseqüente neste tipo de célula ocorre 
predominantemente através da hipertrofia ao invés da hiperplasia. Estudos utilizando 
cardiomiócitos em cultura demonstraram que a super expressão da FAK aumenta a 
expressão de genes marcadores de hipertrofia (Pham et al, 2000; Torsoni et al, 2003), 
sugerindo que a FAK pode ser suficiente para induzir a hipertrofia. Outros estudos 
realizados em cardiomiócitos com diminuição da expressão de FAK confirmaram sua 
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importância para o crescimento hipertrófico que ocorre em resposta ao estresse 
biomecânico (Marin et al, 2008).  
O papel da FAK na hipertrofia cardíaca também tem sido investigado em 
camundongos com deleção condicional da FAK cardíaca (DiMichele et al, 2006; Peng et al, 
2006). Embora, tais estudos tenham apresentado discrepâncias nos resultados, de maneira 
geral eles confirmam a hipótese de que a FAK é requerida para adaptar a resposta do 
coração ao estímulo mecânico. Em um dos estudos os camundongos apresentaram redução 
dos níveis de proteína FAK no coração duas semanas após o nascimento. Neste modelo, a 
deleção específica da FAK nos cardiomiócitos não afetou a estrutura e a função cardíaca 
basal. Entretanto após coarctação da aorta ou infusão de angiotensina II os camundongos 
apresentaram alteração na dimensão da câmara, na relação do peso corporal/coração e nos 
níveis de marcadores genéticos de hipertrofia. Além disso, os corações destes camundongos 
apresentaram aumento da fibrose intersticial, quando comparados aos seus respectivos 
controles (Peng et al, 2006). 
Em contraste, o outro estudo que gerou camundongos com deleção específica da 
FAK nos miócitos cardíacos, cuja diminuição máxima da FAK no coração ocorreu 3 meses 
após o nascimento, mostrou que houve atenuação da resposta hipertrófica de média para 
moderada após constricção da aorta. Da mesma forma que o modelo desenvolvido por Peng 
e colaboradores, nenhuma alteração foi encontrada na estrutura ou função do coração 
desses camundongos no estado basal. Com relação à fibrose, verificou-se também que 
houve aumento da fibrose perivascular nestes camundongos após a constrição da aorta 
(DiMichele et al 2006). 
Em adição, nosso grupo utilizou um modelo de silenciamento da FAK induzido por 
estratégia de interferência siRNA para avaliar a função da FAK na resposta cardíaca por 
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sobrecarga de pressão em camundongos. Os dados indicam que a diminuição da FAK 
(~70%) não apenas atenuou o desenvolvimento, mas também reverteu a hipertrofia 
ventricular esquerda pré-estabelecida em camundongos coarctados (Clemente et al, 2007). 
Isso implica que a FAK é necessária para o desenvolvimento e manutenção da hipertrofia 
ventricular esquerda em resposta à sobrecarga de pressão crônica.   
 
1.2.4 - Sinalização da FAK na insuficiência cardíaca 
Evidências recentes implicam a sinalização da FAK no desenvolvimento da 
hipertrofia cardíaca mal adaptativa. Aumento nos níveis de expressão e atividade da FAK 
foi demonstrado no ventrículo de ratos com sobrecarga de pressão crônica (Bayer et al, 
2002). Nesse modelo houve uma estreita correlação entre o grau de hipertrofia e a 
expressão e atividade da FAK durante a transição da hipertrofia compensatória para a 
insuficiência cardíaca. Notavelmente, embora a FAK fosse detectada no cardiomiócito de 
ambos os grupos: controle e coarctado, grande parte do aumento da expressão da FAK 
ocorreu no interstício cardíaco, sugerindo que o aumento da expressão da FAK no 
interstício foi derivado da proliferação de fibroblastos cardíacos. Além disso, a FAK 
também se mostrou aumentada em cardiomiócitos adjacentes à área de fibrose, implicando 
que a ativação da FAK nos miócitos também pode contribuir para a deterioração de 
corações de ratos com sobrecarga crônica.  
Resultados similares foram obtidos em um estudo do nosso laboratório em 
camundongos submetidos à sobrecarga de pressão (Clemente et al, 2007). Em adição, o 
aumento da expressão e atividade da FAK também foi encontrado em amostras de corações 
de pacientes com regurgitação da válvula mitral quando comparados aos corações 
transplantados de doadores (Lopes et al, 2007). Embora a detecção da FAK nas amostras 
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cardíacas dos controles doadores tenha sido quase exclusivamente restrita aos miócitos 
cardíacos, as amostras dos corações dos pacientes com insuficiência cardíaca à FAK 
também foi localizada no interstício cardíaco. Uma correlação positiva foi encontrada entre 
o colágeno e a área intersticial marcada com anticorpo anti-FAK. Mais que isso, as áreas 
coradas com FAK coincidiam com os fibroblastos, indicando que grande parte da FAK 
intersticial foi localizada nestas células. Estes dados estão de acordo com um dos nossos 
estudos realizado em camundongos coarctados, indicando que os fibroblastos isolados e 
retirados desses animais após 7 dias de coarctação tiveram aumento da expressão da FAK e 
que o estresse cíclico por si foi capaz de induzir a transformação de fibroblastos cardíacos 
em miofibroblastos (Dalla Costa et al, 2010; Clemente et al, 2007).  
Além disso, foi mostrado que o silenciamento da FAK atenuou a fibrose intersticial, 
reforçando a idéia de que a FAK desempenha papel crítico na fibrogênese do miocárdio 
induzida por sobrecarga de pressão crônica. De fato, o silenciamento da FAK foi 
acompanhado da atenuação do colágeno e da atividade de metaloproteinase (MMP-2) 
cardíaca, que são determinantes para o remodelamento da matriz-extracelular em corações 
com sobrecarga mecânica (Iwanaga et al , 2002). A análise morfológica e ecocardiográfica 
indicou que o silenciamento também retardou a progressão da deterioração estrutural e 
funcional dos ventrículos hipertróficos.  
Embora os dados suportem o papel da sinalização da FAK na deterioração de 
corações com sobrecarga mecânica crônica, eles estão aparentemente em conflito com as 
observações realizadas nos camundongos com deleção específica da FAK no miócito, 
aonde a deficiência da FAK predispõe o coração submetido à sobrecarga crônica ao 
remodelamento mal-adaptativo prematuro. Aparentemente os efeitos contraditórios 
poderiam ser relatados pelo fato de que o silenciamento da FAK por siRNA, em contraste 
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com o animal com deleção específica da FAK para o cardiómiocito, pode atenuar o 
desenvolvimento de fibrose além dos cardiomiócitos, melhorando o resultado no ventrículo 
esquerdo dos animais com sobrecarga pressórica crônica (Franchini, 2012). 
 
 
1.3 - Proteínas tirosinas quinases como alvos terapêuticos 
A caracterização de processos envolvidos na regulação individual de componentes 
de vias de transdução de sinais e a integração dessas respostas estão sendo utilizadas para 
identificar novas rotas e alvos promissores para intervenção terapêutica.  Nesse contexto, 
proteínas quinases têm aparecido como um alvo atrativo para busca de agentes terapêuticos 
relevantes com aplicação em diversas doenças (García-Echeverría et al, 2000). 
O desenvolvimento de agentes farmacológicos com função específica tem papel 
importante em vários aspectos da pesquisa em biologia, bem como para o estabelecimento 
de novas estratégias terapêuticas para as doenças. A disponibilidade de agentes inibidores 
específicos para moléculas de sinalização pode favorecer o desenvolvimento do 
conhecimento sobre a importância das mesmas nas funções celulares e seu envolvimento na 
patogenia de doenças (Cohen, 2002). 
Ao longo dos anos, diferentes proteínas tirosina e serina/treonina quinases estão 
sendo selecionadas como moléculas candidatas para a descoberta de drogas, baseadas nas 
suas atividades e no aumento da expressão e/ou disfunção delas em órgãos e tecidos 
específicos, ou através da associação delas na transdução de sinais e vias do ciclo celular 
que tem sido implicado em inúmeros processos patológicos. Como conseqüência destas 
alterações funcionais, a inibição de proteínas quinases em particular deveria levar à 
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modificação funcional da resposta celular e, em tese, isso deveria levar à modificação da 
patologia em questão (García-Echeverría et al, 2000). 
Atualmente, as proteínas quinases são considerada o segundo grupo mais 
importante de alvos para drogas, perdendo apenas para as drogas que atuam nos receptores 
associados à proteína G. Os inibidores de proteínas quinases respondem por 30% dos 
programas de desenvolvimento de drogas das indústrias farmacêuticas (Cohen, 2002; 
Vlahovic e Crawford, 2003).  
Vale ressaltar que programas dirigidos ao desenvolvimento de compostos inibidores 
de proteínas quinases exigem desafios adicionais comparados aos alvos farmacológicos 
tradicionais, como GPCR e outros ligantes de receptores superficiais, bloqueadores de 
canais iônicos e inibidores de enzimas circulantes. Os inibidores de proteínas quinases 
citoplasmáticas devem, por exemplo, penetrar na membrana celular para atingir o alvo de 
interesse, sendo assim mais complexos (Anderson et al, 2006). 
Nesse contexto, um número considerável de trabalhos tem relatado a busca de 
compostos com atividade inibitória de proteínas tirosina quinases. Algumas classes de 
substâncias estudadas são os compostos orgânicos heterocíclicos como anilinoquinazolinas 
(Vansteenkiste, 2004; Tiseo et al, 2004), quinolinas (Wissner et al, 2000), piridopirimidinas 
(Fry et al, 1998) e pirrolopirimidinas (Mellinghoff et al, 2002; Traxler et al, 2004).  
A questão da seletividade, no entanto, costuma ser problemática, uma vez que as 
tirosinas quinases possuem alto grau de homologia estrutural e sequencial (Fischer, 2004; 
Bogoyevitch e Fairlie, 2007). Ainda assim, essas proteínas são alvos moleculares 
terapêuticos importantes visando o desenvolvimento de fármacos. Entretanto, desafios 
específicos para essa classe estão ainda sendo desvendados e investigados (Cohen, 2002; 
Anderson et al, 2006). 
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Apesar dos obstáculos, alguns grupos têm logrado sucesso, e inibidores seletivos de 
determinadas tirosinas quinases já são comercializados ou se encontram em estudos 
clínicos avançados (Klutchko et al, 2006). Até o presente momento existem 21 anticorpos 
monoclonais (mAbs) e 10 inibidores de tirosina quinase (TKIs) que estão aprovados pela 
U.S Food and Drug Administration (FDA) (Johnson, 2009).  
No entanto, existem aproximadamente 175 mAbs e 150 TKIs em teste clínico e 
muito mais em desenvolvimento que estão sendo utilizados em testes pré clínicos (Via, 
2007; Norman, 2007). Juntos, existem aproximadamente 600 agentes em algum lugar entre 
a descoberta e o mercado, com aproximadamente 80% das drogas em desenvolvimento 
sendo dirigidas para câncer (Force e Kerkelä, 2008; Chen et al, 2008).  
Por fim, muitas dessas drogas estão contribuindo de forma importante tanto na 
sobrevida como também na qualidade de vida de pacientes com câncer. O inibidor de 
tirosina kinase (TKI) imatinib, por exemplo, tem revolucionado o tratamento de pacientes 
com leucemia mieloide crônica (Druker et al, 1996; Sherbenou e Druker, 2007; Cheng e 
Force, 2010). 
Além disso, a modulação da atividade de proteínas quinases com o propósito 
terapêutico representa uma oportunidade de mercado multi milionário. Estima-se que o 
investimento global com terapias dirigidas a inibição de quinases em 2013 gire em torno de 
$35 bilhões (Schwartz e Murray, 2011). Apesar do sucesso de alguns inibidores de 
proteínas quinases (Gleevec, Rapamicina, Fasudil) no tratamento de doenças, desafios 
importantes na área de desenvolvimento desses fármacos permanecem. Portanto, 
compreender melhor o universo de proteínas quinases é uma forma de abrir e explorar 
novas oportunidades na busca de inibidores, levando em consideração maior especificidade 
e potencial de inibição em seus alvos (Dar e Shokat, 2011). 
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Nos últimos anos, os estudos com compostos derivados de quinazolinas tiveram 
grande progresso no combate das doenças proliferativas como o câncer, baseados 
principalmente na propriedade inibidora de tirosina quinases (Marzaro et al, 2012). Sendo 
assim, a utilização de quinazolinas é uma estratégia viável para o tratamento de doenças 
cardiovasculares. 
 
1.3.1 - Inibidores de tirosina kinase (TKIs) 
Os inibidores de tirosina quinase (TKIs) são planejados e desenhados para atingir 
ambas as classes de tirosina quinases: receptores (RTKs) e não receptores (NRTKs). Os 
inibidores dos receptores de tirosina quinases bloqueiam a atividade do domínio 
intracelular da quinase. Normalmente o ligante associa-se a um receptor (RTK), dando 
início à dimerização, propiciando a fosforilação do domínio quinase, dessa forma ativando 
a quinase. A quinase ativada então fosforila os substratos abaixo na cascata de sinalização 
que finalmente resulta em mudanças, por exemplo, alteração da expressão gênica e 
proliferação celular. Os TKIs podem inibir diretamente a fosforilação do domínio quinase e 
também inibir a fosforilação dos substratos localizados na cascata abaixo, desse modo 
terminando com a cascata de sinalização. Os TKIs que bloqueiam a sinalização por NRTKs 
atingem quinases intracelulares e trabalham de forma similar àqueles que atingem RTKs 
(Chen et al, 2008). 
 
1.3.2 - Tipos de inibidores de tirosina quinase 
Os inibidores de tirosina quinases (TKIs) podem impedir a fosforilação do substrato 
de três formas (Okram et al, 2006).  
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A fosforilação de um substrato é dependente da ligação de ambos ATP e substrato 
para que ocorra a ativação da quinase. Os inibidores do tipo I (sunitinib) competem com 
ATP, ligando-se ao sítio de ATP impedindo a completa ativação da quinase. Até o 
momento esse é o tipo predominante na clínica. Contudo, estes compostos geralmente são 
pouco seletivos devido à grande conservação da estrutura do bolso de ATP nas mais de 500 
quinases encontradas no genoma humano, sendo assim, estes, normalmente inibem muitas 
quinases. Os inibidores do tipo II (imatinib e nilotinib) ligam-se a duas regiões diferentes 
da quinase: na região do ATP e a outra região adjacente que é acessível somente no estado 
inativo da enzima. Os inibidores do tipo II, desta maneira, ligam-se às quinases e as 
mantêm no seu estado inativo. Esses inibidores são mais potentes e seletivos que os 
inibidores do tipo I. Ainda assim, agentes do tipo II normalmente inibem 3 ou mais 
quinases. Os inibidores do tipo III (PD98059 e U0126) ligam-se a sítios remotos do sítio de 
ATP, como exemplo a região que reconhece o substrato (bloqueando a ligação do substrato 
a quinase), ou ainda em outras regiões das quinases que são muito mais divergentes no 
genoma. Conseqüentemente, inibidores do tipo III prometem ser muito mais seletivos. 
Apesar do potencial em relação à seletividade, esses inibidores representam hoje a minoria 
dos TKIs em desenvolvimento, devido à dificuldade no desenho e por não serem tão 
previsivelmente efetivos como os outros (Chen et al, 2008; Zhang et al, 2009). 
 
 
1.4 – Quinazolinas 
A química dos compostos heterocíclicos compreende pelo menos metade de toda a 
pesquisa na área de química orgânica e forma a base de muitos produtos farmacêuticos, 
agroquímicos e veterinários (Connolly et al, 2005). Na última década, por conseqüência de 
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uma grande variedade de aplicações destes compostos na química farmacêutica e 
medicinal, a síntese dessas estruturas transformou-se em um alvo importante da química 
orgânica sintética (Katritzky, 1996; Undheim e Benneche, 1999; Joule e Mills, 2000; 
Katritzky e Pozharskii, 2003). 
A investigação de heterocíclicos como estruturas privilegiadas na descoberta de 
novas drogas é, sem dúvida, uma das maiores áreas da química medicinal, uma vez que elas 
representam uma classe de moléculas que atuam como ligantes para os vários receptores 
biológicos com um alto grau de afinidade (Nicolaou et al, 2000; Arya et al, 2001). 
Nos últimos anos, com os grandes avanços na síntese de estruturas heterocíclicas, a 
literatura tem apresentado mais do que uma classe de compostos biologicamente ativos 
(Acharya et al, 2002; Kamal et al, 2001; Branowska et al, 2005; Goswami et al, 2005; 
Landreau et al, 2003). 
Entre estes, os heterocíclicos nitrogenados, 4(3H)-quinazolinonas (1) e quinazolinas 
(2) substituídas representam uma classe de compostos (Connolly et al, 2005; Rewcastle et 
al, 2000; Mhaske et al, 2006) muito importante do ponto de vista farmacêutico e médico 
devido a diversas propriedades biológicas, tais como, anticâncer
 
(Rewcastle et al, 2000), 
diurética (Lyle, 1985), anti-inflamatória (Matsuda et al, 1998; Kenichi et al, 1985), 
anticonvulsiva (Buchanan e Sable, 1972) e anti-hipertensiva (Hibino e Choshi, 2001). 
As quinazolinas compõem uma classe farmacológica muito atrativa de compostos e 
têm se mostrado importantes em vários assuntos. Por exemplo, estão sendo utilizadas no 
tratamento de doenças complexas como câncer. Como conseqüência, esta área está sobre 
intensa exploração, principalmente no aspecto de desenvolvimento e síntese de novas 
quinazolinas (Mhaske et al, 2006).  
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O interesse na química medicinal com derivados de quinazolinonas foi estimulado 
no início de 1950 com a elucidação da estrutura do alcalóide Febrifugina, que foi efetivo 
contra malária, posteriormente descontinuado devido à toxicidade (Koepfly et al, 1947). A 
metaqualona foi sintetizada pela primeira vez em 1951, e é o derivado de quinazolinona 
mais conhecido, famosa por seu efeito hipnótico-sedativo (Kacker e Zaheer, 1951). A partir 
destes dados houve um crescente interesse científico nas áreas de isolamento, de síntese e 
de estudos de propriedades farmacológicas de derivados de quinazolinonas (Mhaske et al, 
2006). 
O maior sucesso envolvendo essa classe de compostos está reportado na literatura 
como inibidores potentes e seletivos da atividade de tirosina quinases da família de 
receptores EGF (Fry et al, 1994; Fry, 1999), enzima chave relacionada ao desenvolvimento 
e progressão de tumores em humanos.  Além disso, o conhecimento do processo de inibição 
dessas enzimas parece ser o caminho para a terapia de muitas doenças, tais como câncer, 
diabetes, doenças cardiovasculares entre outras (Woodburn, 1999; Bridges, 2001; Levitzki 
e Mishani, 2006; Baselga, 2006). 
A etapa de desenvolvimento para descoberta de novos fármacos inclui o 
planejamento, a síntese de substâncias químicas inéditas e a validação in vitro do composto 
como inibidor da atividade enzimática, bem como estudos de modelagem molecular e 
ensaios bioquímicos e analíticos. O princípio de que “moléculas semelhantes devem 
apresentar atividades biológicas semelhantes” é um dos nortes da química medicinal.  
De fato, uma estratégia bastante comum no desenvolvimento racional de fármacos é 
a realização de modificações estruturais com bioisósteros (compostos ou grupos de átomos 
que possuem formatos e volumes semelhantes, aproximadamente a mesma distribuição de 
elétrons e que exibam propriedades físicas semelhantes) (Burger, 1991). Segundo He e 
  53 
colaboradores (Choi et al, 2006), a classe das pirrolopirimidinas apresenta excelente 
capacidade de inibir a FAK (alguns derivados possuem IC50 < 10 nM). Assim, com base no 
conhecimento de bioisóteros é possível propor que análogos estruturais do grupo 
pirrolopirimidínicos tenham capacidade inibitória semelhante para o mesmo alvo.  
O modo de ligação de pirrolopirimidínicos com a FAK envolve interações com o 
grupo N-H da ligação peptídica da cisteína-502, ligações de hidrogênio e/ou interações 
iônicas entre o substrato e a lisina-454, bem como outras interações com a arginina-550 e o 
aspartato-564 (Choi et al, 2006).  
Desta forma, acredita-se ser importante estudar derivados com substituintes com e 
sem átomos de nitrogênio na posição das estruturas inéditas a fim de se verificar a 
importância de um grupo aceptor de ligação de hidrogênio nessa posição. Ainda, a 
substituição de arilas por outros grupos tais como OH, OCH3, metilpiperidinóxi e benziloxi 
permitirá verificar a importância dessa região do substrato com o resíduo cisteína-502, uma 
vez que o aminoácido apresenta um átomo de enxofre bastante polarizável capaz de 
interagir com anéis aromáticos através de dipolos induzidos.  
Neste contexto, compostos inéditos, com substituintes de naturezas diversas, podem 
fornecer possibilidades qualitativa e quantitativamente diferentes de interação com a 
enzima, permitindo a produção de substâncias com potência e seletividades maiores. Além 
disso, compostos com estruturas diferentes, podem, em testes toxicológicos, apresentar 
diferenças vantajosas que permitam o desenvolvimento dos mesmos para uso clínico. O uso 
da bioinformática confirmou que os mesmos resíduos citados por He e colaboradores 
também fazem interações com os novos grupos de compostos sintetizados pelo nosso 
grupo, e assim permitiu direcionar a síntese dos novos compostos para serem inibidores da 
FAK, com destaque para o BZLO.  
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1.5 - Hipótese  
A sinalização mediada pela FAK tem papel crítico na resposta hipertrófica de 
cardiomiócitos e também na ativação de fibroblastos cardíacos a estímulos mecânicos. 
Inibidores da FAK podem ser alternativas potencialmente promissoras na terapêutica da 
hipertrofia cardíaca, como também na progressão para a insuficiência cardíaca.  
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2- OBJETIVO 
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2.1- OBJETIVO 
Avaliar a eficácia da inibição da FAK através de um composto inédito derivado de 
quinazolina (BZLO) no processo de hipertrofia cardíaca em camundongos submetidos à 
coarctação da aorta. 
 
2.2- Ojetivos específicos  
1- Avaliação da hipertrofia cardíaca induzida por sobrecarga pressórica crônica em 
camundongos previamente tratados com o composto BZLO. 
2- Avaliação da hipertrofia cardíaca induzida por sobrecarga pressórica crônica em 
camundongos posteriormente tratados com o composto BZLO. 
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3- MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 – Materias 
Anticorpos: anti-FAK (C-20), anti-pFAK Tyr397 e anti-GAPDH policlonais da Santa Cruz 
Biotechnology. 
Reagentes: FAK recombinante (Invitrogen) e [g
32
P] ATP (Perkin Elmer Inc.) 
Anestésicos: xilazina 2% (Syntec), cloridrato de Cetamina 10% (Syntec) e tiopental sódico 
1,0 g (Cristália). 
Soluções: solução fisiológica 0,9% (Baxter) e goma arábica em pó pura (Synth). 
Animais: camundongos machos (Swiss) de 8-10 semanas, pesando entre 20-30g, 
provenientes do Centro de Bioterismo da Unicamp. O uso dos animais foi aprovado pelo 
Comitê de Ética do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-
IB-UNICAMP), sob o protocolo nº2510-1. 
Materiais cirúrgicos: fio cirúrgico de nylon 7-0 prolene (Ethicon – Johnson & Johnson), fio 
cirúgico de algodão 4-0 (PolySuture), aguha 26G 1/2 (0,45 x 13 mm), tubo de polietileno 
PE-50 (Clay Adams), agulha de gavagem IC 800R (Insight), pinças e tesouras. 
 
3.2 - Compostos quinazolínicos 
Os compostos derivados de quinazolina fazem parte do projeto temático do 
laboratório cujo objetivo é o desenvolvimento de agentes terapêuticos com potencial 
utilização no tratamento da hipertrofia e insuficiência cardíaca. 
 
3.3 - Ensaio in vitro (FAK) 
Para medir a atividade da quinase total, foram preparadas 7 amostras diferentes:  
1) todas contendo q.s.p 10 μl da solução de MOPS (20mM MOPS, pH 7.4, EDTA 
50mM, MgCl2 50mM),  
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2) todas contendo 0,2μM da FAK – full lenght 125KDa,  
3) 1 amostra contendo 3μl da solução de ATP (50μM ATP diluído em tampão 
MOPS) ,  
4) todas as amostras contendo [γ 32P] ATP - 3μCi,  
5) uma amostra contendo 3 μl de DMSO,  
6) quatro amostras com concentrações crescentes do inibidor (1nM, 10nM, 100nM, 
1000nM). Todos os reagentes foram incubados por 30min a 30º C, exceto [γ 32P] ATP. 
Após a adição [γ 32P] ATP, os reagentes foram novamente incubados por 30min a 30º C. 
Em seguida foi adicionado tampão da amostra SDS-PAGE 2x. As amostras foram 
submetidas à eletroforese em gel de acrilamida 10% - SDS-PAGE em aparelho de 
eletroforese BIO-RAD miniature slab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, 
Richmond, CA). Posteriormente, o gel foi submetido a uma desidratação utilizando o 
aparelho Gel Dryer – Model 583. A proteína FAK e o ATP foram detectados por 
autoradiografia em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). As bandas das 
imagens foram quantificadas por densitometria óptica através do software Imaje J. 
 
3.4 - Determinação dos parâmetros farmacocinéticos do BZLO após a administração 
oral em ratos 
O composto 4-BZLO [6,7-dimetóxi-4-N-(4´-benzilóxifenil)aminoquinazolina] e o 
padrão interno 3-Anis [6,7-dimetóxi-4-N-(3´-metóxifenil)aminoquinazolina] foram 
sintetizados conforme descrito na literatura [35,38,56] e suas estruturas química estão 
apresentadas na Figura 1. Ambos os compostos apresentaram alto grau de pureza (> 99% 
por análise elementar, HPLC, massas e RMN de 1H e 13C). Todos os solventes e reagentes 
utilizados neste estudo eram de grau HPLC. A água foi purificada e deionizada em um 
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sistema Milli-Q-UF (Millipore, Milford, Mass, USA) e usada em seguida em todas as 
soluções aquosas. A acetonitrila foi obtida da Tedia (São Paulo, SP, Brazil) e o 
clorofórmio, o dimetilsulfóxido (DMSO) e o acetato de amônio foram obtidos da VETEC 
(São Paulo, SP, Brazil). A fase móvel usada no sistema de HPLC foi filtrada a vácuo 
através de um filtro de 0,45 m (Millipore, Milford, Mass, USA). O valor do pH do tampão 
acetato de amônio (0,1 M, pH 7,2) foi ajustado através da adição de hidróxido de amônio 
(0,01 M). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BZLO           3-ANIS 
 
Figura 2- Estruturas químicas do BZLO e do composto usado como padrão interno 3-Anis. 
 
 
3.4.1 - Condições Cromatográficas 
As análises cromatográficas foram realizadas em um equipamento Alliance série 
Waters 2695 (Milford, Mass, USA), equipado com bomba quaternária, injetor e 
desgaseificador automáticos e detector espectrofotométrico UV-Vis (PDA) série Waters 
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2996. A separação dos compostos (BZLO e 3-Anis) foi realizada, à temperatura ambiente, 
em uma coluna cromatográfica de fase reversa OmniSpher C18 (250 mm x 4.6 mm de 
diâmetro interno e 5 m de tamanho de partículas) protegida com uma pré-coluna 
ChromoSep SS (10 mm x 3 mm) (ambas obtidas da Varian, CA, USA). A fase móvel usada 
para promover a separação cromatográfica foi composta de 70% de acetonitrila e 30% de 
tampão acetato de amônio (0,1 mol L
-1
 e pH 7,2) (v/v). A fase móvel foi preparada 
diariamente e filtrada em um sistema a vácuo através de um filtro de 0,45 m (Millipore, 
Milford, Mass, USA). A coluna foi equilibrada e eluida sobre condições isocráticas, 
utilizando uma faixa de fluxo de 1.0 mL/min. O comprimento de onda máximo de detecção 
do BZLO e do padrão interno 3-Anis foi estabelecido em 340 nm e o tempo total de corrida 
para cada amostra foi de 8 minutos. 
 
 
Figura 3- Cromatograma representativo da análise de uma amostra de plasma de rato 
Wistar contendo o 4-BZLO (25 µM) e o composto 3-Anis (1,10 µM) como o padrão 
interno. 
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O controle do sistema, a aquisição e o processamento dos dados foram realizados 
através de um computador PC-Pentium IV da Dell, que operou com o programa Microsoft 
Windows XP Professional versão 2003 e com o programa cromatográfico Empower 2002. 
Os gráficos de calibração foram calculados através de análise de regressão linear da razão 
da área do pico do 4-BZLO pela área do pico do padrão interno 3-Anis (4-BZLO/3-Anis) 
(eixo y) versus a concentração do padrão nominal do 4-BZLO (eixo x), utilizando o 
programa Excel versão 2003. As amostras de plasma de ratos (Wistars machos) de 
concentração zero (branco) foram obtidas para se verificar visualmente a pureza dos 
reagentes e a potencial interferência de substâncias endógenas nas análises, mas não foram 
consideradas na análise de regressão linear dos padrões de calibração. 
 
3.4.2 - Preparação das soluções estoques, padrões e controles de qualidade 
As soluções estoques de 4-BZLO e do padrão interno 3-Anis foram preparadas, 
independentemente em duplicatas, pela dissolução de 3,89 mg de 4-BZLO e 3,11 mg de 3-
Anis em 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO), para se obter uma concentração de 10 mmol L
-
1
. As soluções foram mantidas a 4C, em frascos de vidro, por um período não superior a 4 
semanas. 
Uma solução composta de 50% de acetonitrila e 50% de tampão acetato de amônio 
0,1 mol L
-1
 e pH 7,2 (50:50, v/v) foi usada para diluir as soluções estoques de 4-BZLO para 
uma concentração de trabalho de 500 μmol L-1. As soluções estoques do padrão interno (3-
Anis) foram diluídas, em acetonitrila, para uma concentração de trabalho de 50 μmol L-1. A 
partir da solução de 500 μmol L-1, diluições seriadas do 4-BZLO em plasma heparinizado 
de ratos (Wistar machos) foram geradas as seguintes amostras usadas para preparar os 
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pontos da curva de calibração: 0.25, 0.50, 1.00, 2.50, 5.00, 10.00, 25.00, 50.00 e 100.00 
μmol L-1. Com cada corrida analítica, estes padrões de calibração foram preparados em 
triplicatas. As amostras do branco de plasma (sem droga e padrão interno) e do plasma com 
o padrão interno 3-Anis foram também preparadas. 
Grupos de amostras de controles de qualidade (CQs) foram preparados, 
independentemente em plasmas heparinizados, em valores de concentrações de 0,50, 1,50, 
3,00, 45,00 e 90,00 mol L-1. No entanto, estes controles de qualidade foram preparados à 
partir de uma solução estoque diferente (pesagem separada do 4-BZLO) daquela usada para 
gerar as amostras da curva padrão. Estas amostras foram utilizadas para monitorar as 
variações intra- e inter-corridas analíticas. 
 
3.4.3 - Preparação das Amostras 
Antes da injeção dos padrões de calibração, dos controles de qualidade e das 
amostras de plasmas com concentrações desconhecidas, realizou-se os procedimentos de 
desnaturação e precipitação das proteínas do plasma e, em seguida, a extração do 4-BZLO e 
do padrão interno 3-Anis. Assim, para a determinação dos níveis de concentração do 4-
BZLO em plasma de ratos, foi transferido um volume de 100 μL de cada uma das amostras 
(com concentrações conhecidas e desconhecidas) para tubos de ensaio limpos (100 x 14 
mm) e a este volume foram adicionados 30 μL de uma solução 50 μmol L-1 do padrão 
interno 3-Anis (a diluição proporcionou uma concentração de 1,10 μmol L-1). 
O procedimento de desnaturação e precipitação das proteínas envolveu a adição de 
500 L de diclorometano às amostras de plasma e agitação da mistura através de um vortex 
por aproximadamente 10s. Após 10 minutos, o diclorometano foi evaporado, à secura, em 
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banho-maria na faixa de 50-60C. Os resíduos foram reconstituídos pela adição de 200 L 
de acetonitrila e 200 μL de tampão acetato de amônio (0,10 mol L-1; pH 7,2). As amostras 
foram agitadas (Vortex) por aproximadamente 30s e, então, os sobrenadantes foram 
transferidos para tubos plásticos (Eppendorfs) para a separação do precipitado de proteínas 
desnaturadas. Em seguida, as amostras foram submetidas à centrifugação (8000 rpm, 5 
min.) em microcentrífuga (Eppendorf, Hamburg, Germany). Finalmente, foram transferidos 
100 μL de cada solução para os “vials” e alíquotas de 40 μL dos extratos reconstituídos 
foram injetadas para a análise no equipamento de HPLC. 
Os parâmetros farmacocinéticos foram determinados conforme as recomendações da 
literatura [53a-d]. O pico da concentração máxima (Cmáx.) e o seu tempo (Tmáx.) foram 
obtidos diretamente dos dados originais. As constantes de velocidade de absorção (ka) e 
eliminação (kel) foram obtidas das curvas residual (slope residual) e da porção terminal 
(slope terminal) do perfil de concentração plasmática, respectivamente. Os tempos de meia 
vida de absorção (t1/2a) e de eliminação (t1/2kel) foram obtidos a partir de suas respectivas 
constantes, de acordo com a fórmula t1/2= ln (2)/k. O valor de AUC0-2160 min foi calculado 
através da regra do trapézio entre o primeiro ponto (0 min) e o último tempo de 
amostragem (2160 min). O clearance total foi determinado pela divisão da dose pelo 
AUC0-2160 min. O volume de distribuição total foi calculado pela divisão da dose (100 
mg/Kg) pela concentração máxima. 
 
3.4.4 - Aplicação do método in vivo 
Para demonstrar a aplicação do método de HPLC/UV e determinar a 
biodisponibidade oral do BZLO em plasma de ratos foram utilizados ratos (n=12), machos 
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(wistar), pesando entre 200-300 (g) que foram escolhidos aleatoriamente de lotes 
provenientes do biotério central da Unicamp (CEMIBE). O volume administrado por 
animal foi de 1 mL da formulação (100 mg/Kg de BZLO diluídos em goma arábica 10%)  
por gavagem.  
Obs: O cálculo da dose administrada nos ratos foi feito pela média do peso corporal 
do grupo de forma que todos os animais recebessem 1ml da suspensão. 
 
3.4.5 – Procedimento cirúrgico e coleta das amostras 
No dia anterior ao experimento de biodisponibilidade os ratos foram pesados e 
anestesiados com associação de ketamina (100 mg/Kg) e xilazina (20 mg/Kg), por via 
intraperitonial (i.p). Após anestesia, a artéria femoral direita foi dissecada e canulada com 
cateteres de polietileno P10 (BD – Becton Dickinson), em seguida, a cânula foi 
exteriorizada no dorso do animal. A coleta de sangue através da cânula aconteceu 24hs 
após a recuperação do procedimento cirúrgico. 
No dia seguinte, as coletas de sangue foram realizadas seguindo a metodologia 
abaixo: 
A coleta inicial (basal - branco) de sangue foi realizada com 20 minutos de 
antecedência da administração do composto BZLO; as demais coletas foram realizadas nos 
tempos de: 20 min, 40min, 1h, 1:30h, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h e 36 horas após a administração 
do composto BZLO.  Em cada coleta foram retirados aproximadamente 300 µL de sangue. 
O mesmo volume de solução salina 0,9% (Baxter) foi injetado lentamente na mesma cânula 
após o término de cada coleta para reposição da volemia. O sangue foi heparinizado (10ul 
de heparina por tubo), armazenado em gelo e por fim centrifugado a 4
0
C por 5 minutos a 
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4000 r.p.m. para a obtenção do plasma. As amostras de plasma foram armazenadas no 
biofreezer a -20ºC até a análise de biodisponibilidade (por no máximo 30 dias). 
 
3.5 - Modelo de coarctação da aorta em camundongo 
O modelo de sobrecarga de pressão foi induzido pela técnica de coarctação da aorta. 
Para isso, os camundongos foram pesados e anestesiados por via intraperitoneal (i.p) com 
mistura de ketamina (100 mg/Kg) e xilazina (20 mg/Kg). Em seguida, faz-se uma incisão 
na cavidade torácica na altura do segundo espaço intercostal esquerdo para facilitar a 
visualização e permitir a dissecação da crossa da aorta. Após dissecar e isolar a crossa da 
aorta foi realizado uma constrição na aorta com fio de sutura 7-0 (Ethicon – Johnson & 
Johnson) usando como referência da constrição o diâmetro de uma agulha 26G (BD), 
utilizada como guia. Depois do procedimento cirúrgico, a cavidade torácica foi fechada e 
após recuperação da anestesia os camundongos foram acomodados em gaiolas. Os 
camundongos controles foram submetidos à cirurgia fictícia (sham), com abertura da 
cavidade torácica, porém, sem constrição da crossa da aorta. 
 
3.5.1 - Grupos experimentais  
Camundongos heterogênicos (Swiss), machos, adultos, com idade entre 8 e 10 semanas,  
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB), Campinas – SP, foram 
tratados com o composto BZLO ou veículo (goma arábica - 10%), por via oral na forma de 
gavagem. A administração do composto foi realizada diariamente na dose única de 
30mg/Kg, respeitando a média do peso corporal e o volume de 200ul por animal do veículo 
ou da formulação (BZLO + goma arábica 10%). Os camundongos foram pesados 2 vezes 
por semana e quando necessário era feito o ajuste da dose, garantindo que todos os animais 
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recebessem a mesma dose. Os grupos foram divididos conforme a descrição e o 
planejamento experimental abaixo;  
Grupo - Preventivo (15 ou 30 dias). Um dia antes da coarctaçao da aorta (TAC) ou da 
cirurgia fictícia (Sham) os camundongos receberam o tratamento com o BZLO (30mg/Kg + 
veículo) ou apenas o veículo (goma arábica 10%) por gavagem. Assim, os grupos foram 
definidos da seguinte forma (Sham + veículo, TAC + veículo, Sham + BZLO e TAC + 
BZLO). A administração do composto prosseguiu durante 15 dias ou 30 dias, 
respectivamente. 
Grupo - Curativo (15 ou 30 dias). Após 15 dias da cirurgia de coarctação da aorta 
(TAC) ou cirurgia fictícia (Sham) os camundongos receberam o tratamento com o BZLO 
(30mg/Kg + veículo) ou apenas o veículo (goma arábica 10%) por gavagem.  O grupo 
curativo foi dividido da mesma forma (Sham + veículo, TAC + veículo, Sham + BZLO e 
TAC + BZLO). O composto (BZLO) foi administrado 15 dias após o procedimento 
cirúrgico e prosseguiu por mais 15 ou 30 dias, totalizando 30 e 45 dias de duração. 
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Planejamento Experimental 
 
Preventivo (15 e 30 dias) 
- Sham + Veículo/BZLO 
- TAC + Veículo/BZLO 
 
 
 
 
Curativo (15 e 30 dias) 
- Sham + Veículo/BZLO 
-TAC + Veículo/BZLO 
 
 
 
Figura 4- Planejamento experimental do estudo. 
 
3.5.2 - Ecocardiografia 
Para avaliar a função cardíaca e a espessura do ventrículo esquerdo os camundongos 
foram submetidos ao exame de ecocardiografia em modo-M (bidimensional), utilizando o 
aparelho HD-11 Philips com transdutor linear 12 MHz. Para isso, os animais foram 
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Gravimetria 
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anestesiados com a mistura de ketamina (100mg/kg) e xilazina (5mg/kg). O exame teve 
início 5 minutos após aplicação do anestésico. Cortes transversais do ventrículo esquerdo, 
na altura dos músculos papilares, foram feitos para mensurar a espessura do septo 
intraventricular, da parede posterior e o diâmetro diastólico no final da diástole e diâmetro 
sistólico no pico da sístole. Cada medida foi repetida 3 vezes com arquivo fotográfico das 
mesmas. 
Os valores de massa (M) do ventrículo esquerdo (mg) foram calculados pela fórmula:  
M= [(DDVE+Septo+Parede posterior)
3
 – DDVE3] * 1,055  
Os valores de fração de encurtamento (FS%) foram calculados pela fórmula:  
%FS= (DDVE-DSVE)/DDVE * 100  
Os valores de volume de ejeção (SV, em μL) foram calculados pela fórmula:  
SV= (DDVE
3
-DSVE
3
)/DDVE
3
  
Onde:  
DDVE: diâmetro diastólico final do ventrículo esquerdo,  
DSVE: diâmetro sistólico final do ventrículo esquerdo. 
 
3.5.3 - Avaliação hemodinâmica 
Após o exame de ecocardiografia, os camundongos foram submetidos à avaliação 
da pressão arterial da femoral e da carótida, assim foi possível obter o valor do gradiente de 
constrição da aorta. Para isso, nos inserimos cateteres de polietileno (PE-10) na artéria 
carótida e femoral direita, os quais foram acoplados a transdutores de pressão Power Lab 
4/30 (ADInstruments- AUS). A amplificação do sinal de pressão arterial foi realizada pelo 
amplificador ML221 (Bridge Amp), acoplado a um conversor analógico-digital, conectado 
a um computador contendo o programa LabChart 6 (ADInstruments - AUS) que 
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possibilitou a monitoração contínua da hemodinâmica, gravação e análise dos dados. Os 
registros hemodinâmicos foram realizados em todos os grupos; preventivos (15 ou 30 dias) 
e curativos (15 ou 30 dias) no final do período experimental. 
 
3.5.4 - Gravimetria 
Finalizados os registros das pressões arteriais os camundongos foram sacrificados 
para obtenção dos valores gravimétricos e para as avaliações subsequentes; (western 
blotting e histologia). Os corações foram extraídos e as duas câmaras (VD e VE) foram 
separadas e pesadas. Os valores das medidas do VE foram normalizados pelo peso corporal 
e assim obtivemos o índice de hipertrofia cardíaca do ventrículo esquerdo (IMVE). 
 
3.5.5 - Histologia  
Para a análise morfométrica e de fibrose, ventrículos direitos de camundongos 
foram fixados em formalina 10% por 24 horas e secções histológicas foram 
desparafinizadas, hidratadas e coradas com tricrômico de Masson, conforme protocolo 
abaixo: 
1. Hematoxilina de Groat – 5 a 10 minutos  
2 .Lavar em água corrente e depois em água acidificada 1%  
3. Rouge Malloty – 10 a 15 minutos  
4. Lavar em água acidificada 1%  
5. Passar em ácido fosfomolíbdico 10%  
6. Passar em água acidificada 1%  
7. Verde luz – 13 a 15 minutos  
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As secções foram desidratadas, montadas em bálsamo sintético Entellan e 
observadas em microscópio de luz convencional. Oito campos por seccção foram 
digitalizados na magnitude de 400x. Os diâmetros de 60 miócitos cardíacos foram 
mensurados ao acaso, utilizando-se uma régua calibrada acoplada ao microscópio. As áreas 
de fibrose, indicadas pela coloração verde, foram quantificadas pelo software Bio Color 
Scanner 2 Pro. Os dados de fibrose são apresentados como a razão entre a área do 
interstício e a área total do miocárdio. 
 
3.6 - Western Blotting 
3.6.1 - Extração de proteínas totais 
Ao final da avaliação hemodinâmica os camundongos foram sacrificados com 
xilazina 2% por via intravenosa (i.v). A cavidade torácica foi exposta e o ventrículo 
esquerdo foi rapidamente removido e homogeneizado em tampão de extração (100mM 
Tris-HCl pH 7.4; 100mM pirofosfato de sódio; 100mM fluoreto de sódio; 10mM EDTA; 
10mM ortovanadato de sódio; 2mM PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) a 
4°C usando o homogeneizador tipo Polytron. Após 30 minutos de incubação em gelo, os 
homogenatos foram centrifugados a 4ºC, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o 
material insolúvel e o sobrenadante utilizado para os ensaios. A determinação da 
concentração total de proteínas do sobrenadante foi feita pelo método de Bradford, 1976. 
Após quantificação das proteínas, 400μL de amostra acrescida de 100μL de tampão de 
Laemmli (37,5g/L Tris-base; 2% SDS; 25% β-Mercaptoetanol; 10% glicerol e 0,01% 
bromofenol) foram aquecidos a 95°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer para 
posterior análise das proteínas por western blotting. 
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3.6.2 - Western Blotting do VE de camundongos 
Quantidades iguais de proteínas foram submetidas à eletroforese SDS-PAGE em gel 
de acrilamida 10% em tampão de corrida (4X: 200mM Tris-HCl; 7,18mM EDTA; 0,4% 
SDS; 1,52M glicina). A eletrotransferência das proteínas do gel para a membrana de 
nitrocelulose foi realizada por 90 minutos a 120V, utilizando tampão de transferência 
(25mM Tris-HCl; 20% metanol; 0,02% SDS; 192mM glicina). 
As membranas foram incubadas por 45minutos em temperatura ambiente com 
tampão de bloqueio (5% leite em pó desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 
20) para minimizar ligação inespecífica dos anticorpos. Em seguida, foram lavadas por 15 
minutos em solução basal (10mM Tris-HCl; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20). 
Para a imunomarcação, as membranas foram incubadas com os anticorpos 
policlonais anti-FAK, fosfo-FAK, GAPDH (diluição 1:1000) em tampão de anticorpo (3% 
leite em pó desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) durante 12 horas, a 
4C. Após serem lavadas por 15 minutos em solução basal, as membranas foram incubadas 
utilizando o kit de detecção SuperSinal west Pico Chemiluminescent Substrate de acordo 
com o protocolo do fabricante, as bandas correspondentes as proteínas específicas foram 
detectados por equipamento foto documentoador ImageQuant 350 (GE Healthcare). As 
bandas dos filmes foram quantificadas por densitometria óptica através do software Imaje J. 
 
3.7 - Estatística 
Os resultados obtidos foram apresentados como média ± erro padrão. Os valores 
foram comparados empregando-se ANOVA (one way), seguida pelo teste post hoc de 
Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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4- RESULTADOS 
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O planejamento e síntese de compostos quinazolínicos inibidores de FAK utilizados 
no presente estudo é parte de linha de pesquisa do laboratório que visa o desenvolvimento 
de fármacos para utilização terapêutica da hipertrofia e insuficiência cardíaca. Nesse 
sentido é importante ressaltar que um total de 140 compostos foram planejados e 
desenhados baseados no farmacófaro quinazolina (família 1,3-diazanaftaleno) objetivando 
a inibição da FAK (quinase de adesão focal). Dentre esses foram selecionados 8 agentes 
que possivelmente poderiam ser inibidores potenciais da FAK, levando em consideração os 
estudos de docking molecular e parâmetros de biodisponibilidade oral. O passo seguinte do 
estudo envolveu a validação dos compostos na inibição da FAK. Para isso, nós inicialmente 
testamos os compostos em um modelo in vitro. Dessa forma, foi possível verificar a 
eficácia e determinar o IC50 (concentração de inibição de 50% da enzima) de cada 
composto. Assim, foi selecionado o 6,7-OMe-4’-BZLO - abreviado para BZLO. Como o 
foco principal do estudo foi utilizar um inibidor da FAK no modelo de hipertrofia cardíaca 
induzida por coarctação da aorta em camundongos e, tendo em vista que o composto seria 
administrado por gavagem, avaliamos posteriormente alguns padrões de farmacocinética 
(biodisponibilidade oral) do BZLO como: absorção, concentração plasmática e tempo de 
meia vida (t1/2). Contudo, é importante lembrar que somente o teste para a determinação da 
farmacocinética do BZLO foi realizado em ratos (Wistar), devido às limitações técnicas do 
uso de camundongos. A análise do plasma de camundongos no final do período 
experimental confirmou da mesma forma que nos ratos a presença do composto após 24 
horas da administração na dose de 30mg/Kg. Dessa forma, os resultados foram organizados 
da seguinte maneira; (1) ensaio in vitro com ATP radioativo e a enzima purificada (FAK); 
(2) farmacocinética do BZLO em ratos Wistar e (3) efeito do BZLO no modelo in vivo de 
camundongos submetidos à coarctação da aorta e tratados com o composto BZLO. 
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4.1 - Ensaio in vitro (FAK) 
O ensaio de ATP radioativo (in vitro) foi utilizado na verificação da eficácia do 
composto (BZLO). O resultado apresentado na figura 5 sugere que o composto foi capaz de 
inibir a atividade da FAK em 50% na concentração de 1nM.  O composto foi testado em 
concentrações crescentes variando entre 1 nM e 1000 nM, sendo que a menor concentração 
demonstra potencial para inibição da FAK em 50% e a maior concentração 1000nM, indica 
uma provável inibição de 85%. 
 
 
 
Figura 5- Resultado do ensaio para quinase (FAK) com ATP radioativo para o composto 
BZLO. 
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4.2 - Avaliação da biodisponibilidade oral do composto BZLO em ratos  
A figura 6 e a tabela 1, apresentam o perfil da concentração sérica do composto 
derivado de quinazolina (BZLO) em plasma de ratos (em mol L-1) versus tempo (em 
horas) das amostras coletadas após administração por gavagem (solução aquosa de goma 
arábica 10% como agente de suspensão da substância BZLO) em dose única de 100 mg/kg 
em ratos de aproximadamente 250 gramas.  
As determinações dos parâmetros farmacocinéticos do composto BZLO foram feitas 
de acordo com métodos previamente descritos (Athani et al, 1990; Makoid e Cobby, 1996; 
Grabielson e Weiner, 2000; Abdel-Rahman e Kauffman, 2004). 
Inicialmente, foi estabelecido o método de HPLC (High-performance liquid 
chromatografy) em amostras padrões que foram usadas como controle de qualidade. Em 
seguida, determinou-se o perfil da concentração plasmática do composto em função do 
tempo. A figura 6 mostra a detecção do composto (BZLO) no plasma de ratos, sendo que 
após 20 minutos de sua administração o composto foi detectado. A concentração máxima 
(Cmáx.) do BZLO detectada foi de 66,27 mol L
-1
 no período de 360 minutos (Tmáx), sendo 
que o composto ainda permaneceu no plasma por um período superior a 36 horas. 
Alguns parâmetros farmacocinéticos, considerando dose oral, foram determinados. 
O BZLO apresentou boa absorção com valor de t1/2a de 58 minutos e velocidade de 
eliminação lenta com valor de t1/2el de 347 minutos. O valor para o AUC0-2160min foi de 
74618 mol L-1 min.-1 (28 mg mL-1 min.-1). O clearance total foi estimado em 3,57 mL kg-1 
min.
-1
 e o valor do volume de distribuição (dose/Cmax) foi de 4,02 L/Kg. Com isso, os 
resultados indicam que o composto BZLO possui boa absorção, taxa de eliminação lenta e 
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boa distribuição, sugerindo que o composto possui propriedades farmacológicas 
interessantes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6- Perfil da concentração sérica do BZLO em plasma de ratos (em mol L-1) versus 
o tempo (em horas) de coletas, após a administração por gavagem de uma dose única de 
100 mg/Kg suspensa em solução aquosa de goma arábica 10%. 
 
 
 
A tabela 1 abaixo indica os tempos e os valores da concentração sérica do BZLO na 
dose de 100mg/Kg administrado por gavagem ao longo do tempo (36 h) em ratos. 
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Tempo (horas) 4-BZLO (N=6 animais) 
(mol.L-1) 
0 0,00 ± 0,00 
20 min 20,95 ± 4,27 
40 min 32,20 ± 8,81 
1 h 32,79 ± 12,49 
1 ½ h 43,50 ± 20,58 
2 h 42,28 ± 15,20 
4 h 60,65 ± 15,94 
6 h 66,27 ± 10,96 
8 h 65,52 ± 11,08 
 
 
Tabela 1- Níveis de concentração sérica do BZLO no plasma de ratos. Valores 
médios erros padrões da concentração sérica do 6,7-Dimetóxi-4-BZLO ao longo do 
tempo (horas). 
 
 
 
4.3 - Efeito do BZLO no tratamento da hipertrofia do ventrículo esquerdo em 
camundongos  
O modelo de coarctação da aorta em camundongos é utilizado rotineiramente em 
nosso laboratório. A técnica leva a hipertrofia do VE devido ao aumento da resistência ao 
fluxo sanguíneo na aorta e, posteriormente, progride para a insuficiência cardíaca. Neste 
estudo, avaliamos a intensidade da sobrecarga de pressão por meio da análise do gradiente 
de pressão sistólico de constricção em camundongos anestesiados. As alterações estruturais 
e funcionais originadas do modelo de coarctação foram avaliadas por meio da análise de 
parâmetros de hemodinâmica, ecocardiografia, gravimetria e histologia. A expressão e 
atividade da FAK no miocárdio foram avaliadas por western blotting utilizando anticorpo 
específico anti-FAK e anti-pFAK (Tyr 397). 
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Para avaliar a eficácia do composto BZLO no tratamento da hipertrofia cardíaca 
proveniente do modelo de coarctação da aorta, os camundongos foram divididos em 2 
grupos, preventivos (15 e 30 dias) e curativos (15 e 30 dias), submetidos a coarctação da 
aorta TAC (Transverse aortic constriction) ou a cirurgia fictícia (Sham) e ao tratamento 
com o composto (BZLO) e/ou veículo (goma arábica 10%). Ambos, o composto e/ou 
veículo foram administrados por gavagem diariamente na dose única de 30mg/Kg diluído 
em goma arábica 10%, respeitando sempre o mesmo horário. O grupo preventivo recebeu o 
composto um dia antes do processo cirúrgico e foi tratado durante 15 ou 30 dias. Já o grupo 
curativo, o tratamento com BZLO ou veículo foi iniciado 15 dias após o processo cirúrgico 
e se estendeu por mais 15 ou 30 dias, totalizando 30 ou 45 dias de experimento, 
respectivamente. 
 
4.4 – Grupos Preventivos (15 ou 30 dias) 
A Tabela 2 (preventivos - 15 ou 30 dias) reúne os dados obtidos pela avaliação 
hemodinâmica, ecocardiográfica e morfométrica de corações de camundongos submetidos 
ou não à coarctação da aorta e ao tratamento como o BZLO. 
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Tabela 2- Avaliação hemodinâmica, ecocardiográfica e morfométrica de corações de camundongos submetidos à coarctação da aorta 
  Preventivo        Preventivo    
Grupo - 15 dias Sham + Veículo Tac + Veículo Sham + BZLO Tac + BZLO Grupo - 30 dias Sham + Veículo Tac + Veículo Sham + BZLO Tac + BZLO 
           
Número 10 15 9 12   16 13 13 13 
           
Hemodinâmica     Hemodinâmica     
           
PAS CT (mmHg) 124 ± 4 164 ± 5* 123 ± 4 169 ± 4*   114 ± 3 163 ± 7* 107 ± 3 162 ± 8* 
PAS FE (mmHg)   93 ± 4   96 ± 4     98 ± 6   102 ± 5 
GrS (mmHg)   71 ± 5*   72 ± 4*     65 ± 5*   60 ± 6* 
          
Ecocardiografia     Ecocardiografia     
DDVE (mm) 3.9 ± 0.06 3.6 ± 0.06 3.9 ± 0.07 3.7 ± 0.06   3.8 ± 0.07 3.9 ± 0.10 3.8 ± 0.08 3.9 ± 0.10 
DSVE (mm) 2.3 ± 0.09 2.1 ± 0.08 2.3 ± 0.10 2.0 ± 0.08   2.3 ± 0.09 2.4 ± 0.16 2.3 ± 0.06 2.3 ± 0.11 
EPVE (mm) 0.51 ± 0.01 0.65 ± 0.02* 0.50 ± 0.01 0.58 ±0.01*†   0.52 ± 0.01 0.68 ± 0.01* 0.51 ± 0.01 0.60 ± 0.02*† 
FS (%) 40 ± 1.7 43 ± 1.5 41 ± 1.9 45 ± 1.7   41 ± 1.6 38 ± 3.2 40 ± 0.9 43 ± 1.9 
Volume ejeção 
(ml) 
0.78 ± 0.02 0.81 ± 0.01 0.79 ± 0.02 0.83 ± 0.02   0.79 ± 0.02 0.74 ± 0.03 0.79 ± 0.01 0.81 ± 0.02 
           
Morfometria     Morfometria     
           
Peso corporal 37 ± 0.9 35 ± 0.5 37 ± 0.9 36 ± 0.4   37 ± 0.7 40 ± 0.8 37 ± 0.8 38 ± 1.1 
IMVE (mg/g) 2.8 ± 0.04 3.8 ± 0.09* 2.9 ± 0.09 3.4 ± 0.06*†   2.8 ± 0.06 4.1 ± 0.16* 2.8 ± 0.07 3.6 ± 0.14*† 
DCM (um) 9.0 ± 0.37 13.0 ± 0.48* 9.0 ± 0.34 10.0 ± 0.37†  10.0 ± 0.52 16.4 ± 0.63* 10.0 ± 0.63 13.4 ± 0.46*† 
AI (%) 2.0 ± 0.3 6.3 ± 0.4* 1.6 ± 0.2 3.3 ± 0.3†#  2.1 ± 0.4 8.4 ± 0.87* 1.5 ± 0.2 4.7 ± 0.6†# 
          
Grupos - Preventivos (15 e 30 dias). Camundongos submetidos à cirurgia fictícia tratados com veículo (Sham + Veículo) ou BZLO (Sham + BZLO) e camundongos coarctados 
tratados com veículo (TAC + Veículo) ou BZLO (TAC + BZLO), receberam o tratamento por gavagem 1 dia antes do procedimento cirúrgico e por mais 15 ou 30 dias, 
respectivamente; PASCT, pressão arterial sistólica aferida na carótida, PASFE, pressão arterial sistólica aferida na femural; GrS, gradiente sistólico; DDVE, diâmetro diastólico 
do VE; DSVE, diâmetro sistólico do VE; EPVE, espessura da parede do VE; FS, fração de encurtamento do VE; Volume de ejeção do VE; IMVE, índice de massa do VE; 
DCM, diâmetro do cardiomiócito; AI, área do interstício. *P<0,05 vs Sham + Veículo e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veículo. #P<0,05 vs Sham + BZLO 
 
  
81 
4.4.1 - Hemodinâmica  
A avaliação da pressão arterial e determinação do gradiente sistólico (diferença 
entre pressão sistólica da carótida e da femoral) indicou que ambos os grupos 
preventivos (15 e 30 dias) após a coarctação da aorta apresentaram gradiente sistólico 
variando entre 60 e 75 mmHg e não houve diferença entre os grupos ( Tabela 2, Figura 
7 e 8). Estes resultados mostram que os camundongos estavam coarctados. 
 
 
15 dias 30 dias 
  
 
Figura 7- Análise hemodinâmica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO, TAC 
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios da pressão arterial sistólica aferido na 
carótida (PASCT). *P<0,05 vs Sham + Veículo e Sham + BZLO. 
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15 dias  30 dias 
  
 
Figura 8- Análise hemodinâmica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO, TAC 
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios dos gradientes sistólicos (GrS). *P<0,05 
vs Sham + Veículo e Sham + BZLO. 
 
 
4.4.2 - Ecocardiografia 
Os camundongos coarctados durante 15 e 30 dias, tratados com veículo (TAC + 
Veículo) ou com BZLO (TAC + BZLO), não apresentaram diferença no diâmetro 
diastólico do VE (DDVE) e sistólico do VE (DSVE) quando comparados aos controles 
(Sham + Veículo) e (Sham + BZLO), indicando que não houve dilatação da câmara 
cardíaca (Figura 9 e 10). 
A avalição feita por ecocardiografia mostrou (Figura 11) que a coarctação da 
aorta induz o aumento da espessura da parede posterior do VE (EPVE) após 15 e 30 
dias. Os camundongos coarctados por 30 dias apresentaram a medida da EPVE ainda 
maior conforme esperado nesse modelo. As mesmas figuras sugerem que o tratamento 
com o BZLO (TAC + BZLO) atenuou o aumento da espessura da parede posterior do 
VE (EPVE), induzido pela coarctação da aorta em ambos os grupos (15 e 30 dias). 
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Verificou-se também que não houve diferença na fração de encurtamento (FS%) 
entre os grupos (Figura 12), indicando que a hipertrofia cardíaca ainda se encontrava em 
um estágio compensatório. 
 
 
 
15 dias 30 dias 
  
Figura 9- Análise ecocardiográfica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; 
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios do DDVE (diâmetro diastólico final do 
VE). 
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Figura 10- Análise ecocardiográfica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; 
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios do DSVE (diâmetro sistólico final do 
VE). 
 
 
 
15 dias 
 
30 dias 
  
Figura 11- Análise ecocardiográfica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; 
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios da EPVE (espessura da parede posterior 
do VE). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO, †P<0,05 vs TAC + Veic. 
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Figura 12- Análise ecocardiográfica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; 
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios da FS % (fração de encurtamento). 
 
 
 
4.4.3 - Gravimetria 
O tratamento com o BZLO por gavagem não alterou o peso corporal dos 
camundongos como pode ser observado na tabela 2 e na figura 13. O índice de massa do 
VE (IMVE) que é o peso do VE normalizado pelo peso corporal (Figura 14) confirmou 
que houve aumento da massa do VE dos corações submetidos à coarctação da aorta nos 
grupos (TAC + Veículo) e (TAC + BZLO). Entretanto, os animais coarctados e tratados 
(TAC + BZLO) apresentaram menor aumento da massa do VE em ambos os grupos (15 
e 30 dias). Esses dados corroboram com os dados das medidas indiretas da espessura da 
parede posterior (EPVE) obtidas na avaliação ecocardiográfica, indicando que o BZLO 
pode ter atenuado o processo de hipertrofia cardíaca. 
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Figura 13- Análise gravimétrica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; TAC 
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios do peso corporal. 
 
 
15 dias 30 dias 
  
 
Figura 14- Análise gravimétrica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; TAC 
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos preventivos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios do índice de massa do VE (IMVE). 
*P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO, †P<0,05 vs TAC + Veic. 
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4.4.4 - Histologia 
A análise morfométrica de secções histológicas de corações de camundongos 
submetidos à coarctação da aorta mostrou hipertrofia dos cardiomiócitos nos coarctados 
(TAC + Veículo), em relação aos camundongos controles tratados com veículo (Sham + 
Veículo) ou com BZLO (Sham + BZLO), indicada pelo aumento do diâmetro médio 
(Figura 15 e 16). Os camundongos coarctados e tratados com o composto BZLO (TAC 
+ BZLO) do grupo preventivo 15 dias (Figura 15) apresentaram atenuação do 
crescimento do cardiomiócito quando comparado ao grupo coarctado sem tratamento 
(TAC + Veículo).  
Com relação aos camundongos do grupo preventivo de 30 dias (Figura 16), o 
tratamento com BZLO inibiu parcialmente o crescimento dos cardiomiócitos nos 
camundongos coarctados (TAC + BZLO) em relação aos camundongos coarctados 
(TAC + Veículo). Como pode ser observado na figura 16, o tratamento não previniu 
completamente o crescimento do cardiomiócito, como verificado (Figura 15) no grupo 
tratado (TAC + BZLO) durante 15 dias. 
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15 dias  
 
 
Figura 15- Gráfico de barras indicam os valores médios do diâmetro dos 
cardiomiócitos e as fotomicrografias representativas coradas com Hematoxilina-Eosina 
(400x). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veic. 
A - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + Veic) 
B - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + BZLO) 
C - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + Veic) 
D - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + BZLO) 
 
 
30 dias  
 
 
Figura 16- Gráfico de barras indicam os valores médios do diâmetro dos 
cardiomiócitos e as fotomicrografias representativas coradas com Hematoxilina-Eosina 
(400x). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veic. 
A - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + Veic) 
B – Miocárdio proveniente do grupo (Sham + BZLO) 
C - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + Veic) 
D - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + BZLO) 
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A análise quantitativa das áreas de fibrose miocárdica do grupo preventivo de 15 
dias foi predominantemente maior nos animais coarctados que não receberam 
tratamento (TAC + Veículo), pois como ilustrado na (Figura 17), os camundongos 
coarctados e tratados com o BZLO (TAC + BZLO) apresentaram menor formação de 
fibrose intersticial em relação ao (TAC + Veículo). 
O resultado do grupo preventivo de 30 dias (Figura 18) foi semelhante ao grupo 
de 15 dias, mostrando novamente que os camundongos coarctados e tratados (TAC + 
BZLO) apresentaram diminuição da fibrose intersticial em relação aos coarctados não 
tratados (TAC + Veículo). 
 
 
15 dias  
 
 
Figura 17- Gráfico de barras indicam os valores médios da fibrose intersticial e as 
fotomicrografias representativas coradas com Tricômio de Masson (400x). *P<0,05 vs 
Sham + Veículo e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veículo. #P<0,05 vs Sham + 
BZLO. 
A - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + Veic) 
B - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + BZLO)  
C - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + Veic) 
D - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + BZLO) 
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30 dias  
 
 
Figura 18- Gráfico de barras indicam os valores médios da fibrose intersticial e as 
fotomicrografias representativas coradas com Tricômio de Masson (400x). *P<0,05 vs 
Sham + Veículo e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veículo. #P<0,05 vs Sham + 
BZLO. 
A - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + Veic) 
B - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + BZLO) 
C - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + Veic) 
D - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + BZLO) 
 
 
4.4.5 - Western Blotting 
Com intuito de verificarmos se o composto BZLO bloqueou a fosforilação da 
FAK no VE dos camundongos, avaliamos a expressão e atividade da FAK por western 
blotting. Como mostra a figura 19, a atividade da FAK encontra-se aumentada no VE 
dos camundongos coarctados (TAC + Veículo), comparado aos controles (Sham + 
Veículo) e (Sham + BZLO). Entretanto, em ambos os grupos preventivos (15 e 30 dias) 
os camundongos coarctados e tratados com o BZLO (TAC + BZLO) mostram a 
atividade da FAK diminuída em relação aos camundongos coractados não tratados 
(TAC + Veículo). Juntamente, estes resultados sugerem que o efeito anti-hipertrófico 
induzido pelo BZLO é decorrente da inibição da FAK. 
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Figura 19- Gráfico de barras indicam a atividade da FAK nos grupos preventivos de 15 
e 30 dias, respectivamente. *P<0,05 vs Sham + Veículo e Sham + BZLO. †P<0,05 vs 
TAC + Veículo. 
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4.5 - Grupos curativos (15 ou 30 dias) 
Os resultados dos grupos curativos (15 e 30 dias) seguiram os mesmos 
parâmetros de avaliação utilizados nos grupos preventivos. A Tabela 3 (curativo 15 e 30 
dias) reúne os dados obtidos pela avaliação hemodinâmica, ecocardiográfica e 
morfométrica de camundongos submetidos ou não à coarctação da aorta e ao tratamento 
com BZLO e/ou veículo (goma arábica 10%). 
Os camundongos dos grupos curativos receberam o tratamento com o veículo 
e/ou composto BZLO após 15 dias do procedimento cirúrgico (Sham ou TAC) e foram 
tratados por mais 15 ou 30 dias, totalizando 30 e 45 dias, respectivamente. O tratamento 
foi idêntico ao utilizado nos grupos preventivos, ou seja, a administração do composto 
BZLO foi feito por gavagem diariamente na dose única de 30mg/Kg diluído em goma 
arábica 10%, respeitando o mesmo horário. 
  
 
1 
Tabela 3- Avaliação hemodinâmica, ecocardiográfica e morfométrica de corações de camundongos submetidos à coarctação da aorta 
  Curativo        Curativo    
Grupo - 15 dias Sham + Veículo Tac + Veículo Sham + BZLO Tac + BZLO Grupo - 30 dias Sham + Veículo Tac + Veículo Sham + BZLO Tac + BZLO 
           
Número 9 17 8 12   10 7 10 7 
           
Hemodinâmica     Hemodinâmica     
           
PAS CT (mmHg) 123 ± 4 167 ± 4* 114 ± 3 168 ± 8*   114 ± 5 173 ± 9* 112 ± 3 175 ± 9* 
PAS FE (mmHg)   94 ± 3   96 ± 4     100 ± 4   104 ± 5 
GrS (mmHg)   74 ± 3*   72 ± 6*     73 ± 13*   71 ± 9* 
 
         
Ecocardiografia     Ecocardiografia     
DDVE (mm) 3.9 ± 0.08 3.9 ± 0.07 3.8 ± 0.11 3.9 ± 0.05   4.2 ± 0.05 4.2 ± 0.10 4.1 ± 0.08 4.1 ± 0.10 
DSVE (mm) 2.3 ± 0.06 2.3 ± 0.11 2.2 ± 0.14 2.1 ± 0.08   2.5 ± 0.08 2.9 ± 0.17 2.6 ± 0.10 2.6 ± 0.14 
EPVE (mm) 0.51 ± 0.01 0.67 ± 0.01* 0.50 ± 0.01 0.56 ± 0.01*†    0.53 ± 0.01 0.79 ± 0.01* 0.52 ± 0.01 0.73 ± 0.02*† 
FS (%) 43 ± 1.1 40 ± 1.9 43 ± 2.4 46 ± 1.8   40 ± 1.6 32 ± 1.8# 38 ± 1.4 38 ± 1.8 
Volume ejeção 
(ml) 
0.81 ± 0.01 0.78 ± 0.02 0.81 ± 0.02 0.83 ± 0.02   0.78 ± 0.02 0.68 ± 0.02# 0.76 ± 0.02 0.76 ± 0.02 
           
Morfometria     Morfometria     
           
Peso corporal 38 ± 1.0 37 ± 0.5 36 ± 0.7 37 ± 0.6   41 ± 0.9 41 ± 1.0 39 ± 0.9 42 ± 1.8 
IMVE (mg/g) 2.7 ± 0.05 4.11 ± 0.11* 2.7 ± 0.05 3.7 ± 0.11*†   2.7 ± 0.07 4.4 ± 0.13* 2.7 ± 0.07 3.9 ± 0.15*† 
DCM (um) 10 ± 0.26 18 ± 0.13* 10 ± 0.18 15 ± 0.10*†  10 ± 0.18 18 ± 0.18* 10 ± 0.04 15 ± 0.16*† 
AI (%) 2.2 ± 0.1  9.0 ± 0.7* 2.2 ± 0.1 5.3 ± 0.2*†  2.2 ± 0.2 10.6 ± 0.3* 1.91 ± 0.1 5.90 ± 1.1† 
          
Grupos - Curativos (15 e 30 dias). Camundongos submetidos à cirurgia fictícia tratados com veículo (Sham + Veículo) ou BZLO (Sham + BZLO) e camundongos coarctados 
tratados com veículo (TAC + Veículo) ou BZLO (TAC + BZLO), receberam o tratamento por gavagem após 15 dias do procedimento cirúrgico e por mais 15 ou 30 dias; 
PASCT, pressão arterial sistólica aferida na carótida, PASFE, pressão arterial sistólica aferida na femural; GrS, gradiente sistólico; DDVE, diâmetro diastólico do VE; DSVE, 
diâmetro sistólico do VE; EPVE, espessura da parede do VE; FS, fração de encurtamento do VE; Volume de ejeção do VE; IMVE, índice de massa do VE; DCM, diâmetro do 
cardiomiócito; AI, área do interstício. *P<0,05 vs Sham + Veículo e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veículo. #P<0,05 vs Sham + Veículo. 
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4.5.1 - Hemodinâmica 
A avaliação hemodinâmica dos grupos curativos foi semelhante aos grupos 
preventivos. A figura 20 ilustra o aumento pressão arterial sistólica aferida na carótida. 
Nos camundongos coarctados (TAC + Veículo) e (TAC + BZLO) foi verificado 
aumento da pressão sistólica em relação aos controles cirugia fictícia (Sham + Veículo) 
e (Sham + BZLO), independente do tratamento.  
A avaliação do gradiente sistólico de coarctação indicou que os grupos curativos 
(15 e 30 dias) após a coarctação da aorta apresentaram variação no gradiente sistólico 
entre 60 e 75 mmHg, sem diferença entre os grupos (Tabela 3, figura 21). Indicando que 
os animais estavam coarctados. 
 
 
15 dias 30 dias
  
Figura 20- Análise hemodinâmica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO, 
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios da pressão arterial sistólica aferido na 
carótida (PASCT). *P<0,05 vs Sham + Veículo e Sham + BZLO. 
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15 dias 30 dias 
  
Figura 21- Análise hemodinâmica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO, 
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios dos gradientes sistólicos (GrS). *P<0,05 
vs Sham + Veículo e Sham + BZLO. 
 
 
 
4.5.2 – Ecocardiografia 
Os dados de ecocardiografia dos grupos curativos (15 e 30 dias) apresentados na 
figura 24 indicam que o modelo de coarctação da aorta induz a hipertrofia cardíaca 
rapidamente. Resultados semelhantes foram verificados nos grupos preventivos. 
No grupo curativo também foi possível observar (Figura 22 e 23) que não houve 
diferença no tamanho da câmara cardíaca na diástole (DDVE) e na sístole (DSVE) nos 
camundongos coarctados tratados ou não (TAC + BZLO) e (TAC + Veículo), 
comparado aos controles (Sham + Veículo) e (Sham + BZLO) nos dois grupos (15 e 30 
dias). Os dados também indicam que esses camundongos estavam com a função 
cardíaca preservada. Entretanto a figura 25 (curativo -30 dias) mostra que os 
camundongos coarctados sem tratamento (TAC + Veículo) apresentaram redução da 
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fração de encurtamento (FS%) em relação ao controle (Sham + Veículo), o que poderia 
caracterizar o início da insuficiência cardíaca. Este resultado sugere que o composto 
(BZLO) pode retardar a progressão da hipertrofia cardíaca adaptativa para a 
insuficiência cardíaca, uma vez que o grupo curativo de 30 dias (TAC + BZLO) 
apresentou a fração de encurtamento preservada. 
Além disso, os grupos curativos (15 e 30 dias) coarctados e tratados com o 
composto (TAC + BZLO) apresentaram (Figura 24) redução da espessura da parede do 
VE (EPVE) quando comparado ao grupo coarctado sem tratamento (TAC + Veículo). 
Novamente, sugerindo que o composto não é capaz de impedir totalmente o crescimento 
da espessura da parede do VE (EPVE), mas pode retardar a progressão da hipertrofia 
cardíaca para a insuficiência cardíaca. 
 
 
 15 dias 30 dias 
  
Figura 22- Análise ecocardiográfica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; 
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios do DDVE (diâmetro diastólico final do 
VE). 
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 15 dias 30 dias 
  
Figura 23- Análise ecocardiográfica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; 
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios do DSVE (diâmetro sistólico final do 
VE). 
 
 
15 dias 30 dias 
  
Figura 24- Análise ecocardiográfica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; 
TAC + Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios da EPVE (espessura da parede posterior 
do VE). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO, †P<0,05 vs TAC + Veic. 
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15 dias 30 dias 
  
Figura 25- Análise ecocardiográfica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; 
TAC + Veic; TAC + BZLO do grupo curativo de 15 e 30 dias, respectivamente. 
Gráficos de barras indicam os valores médios da FS % (fração de encurtamento). 
*P<0,05 vs Sham + Veic. 
 
 
4.5.3 - Gravimetria 
Os camundongos dos grupos curativos (15 e 30 dias) não apresentaram diferença 
no peso corporal (Figura 26), independente do tratamento. O índice de massa do VE 
normalizado pelo peso corporal (IMVE) confirmou que houve aumento da massa do VE 
nos camundongos submetidos à coarctação da aorta em ambos (TAC + Veículo) e (TAC 
+ BZLO), mesmo após o tratamento de 15 ou 30 dias. Entretanto, os camundongos 
coarctados e tratados com o composto (TAC + BZLO) apresentaram menor índice da 
massa (EPVE) quando comparado ao grupo que não recebeu o tratamento (TAC + 
Veículo) em ambos os curativos (15 e 30 dias). Dessa forma, indicando que o 
tratamento também foi eficiente no grupo curativo. 
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15 dias 30 dias 
  
Figura 26- Análise gravimétrica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; TAC 
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente. Gráficos 
de barras indicam os valores médios do peso corporal. 
 
 
 
15 dias 30 dias 
  
Figura 27- Análise gravimétrica de camundongos: Sham + Veic; Sham + BZLO; TAC 
+ Veic; TAC + BZLO dos grupos curativos de 15 e 30 dias, respectivamente. Gráficos 
de barras indicam os valores médios do índice de massa do VE (IMVE). *P<0,05 vs 
Sham + Veic e Sham + BZLO, †P<0,05 vs TAC + Veic. 
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4.5.4 - Histologia 
A análise histológica dos grupos curativos (Figura 28 e 29) mostrou hipertrofia 
dos cardiomiócitos nos camundongos coarctados (TAC + Veículo), em relação aos 
controles tratados com veículo (Sham + Veículo) ou com o BZLO (Sham + BZLO), 
indicada pelo aumento do diâmetro médio dos cardiomiocitos. Já os camundongos dos 
grupos curativos (15 e 30 dias) coarctados e tratados com o composto BZLO (TAC + 
BZLO) apresentaram atenuação do crescimento do cardiomiócito quando comparados 
aos grupos coarctados não tratados (TAC + Veículo), apontando que o composto retarda 
o crescimento do cardiomiócito. 
 
15 dias  
 
 
Figura 28- Gráfico de barras indicam os valores médios do diâmetro dos 
cardiomiócitos e as fotomicrografias representativas coradas com Hematoxilina-Eosina 
(400x). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veic. 
A - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + Veic) 
B - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + BZLO)  
C - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + Veic) 
D - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + BZLO) 
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30 dias
 
 
Figura 29- Gráfico de barras indicam os valores médios do diâmetro dos 
cardiomiócitos e as fotomicrografias representativas coradas com Hematoxilina-Eosina 
(400x). *P<0,05 vs Sham + Veic e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veic. 
A - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + Veic) 
B - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + BZLO)  
C - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + Veic) 
D - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + BZLO) 
 
 
A análise quantitativa das áreas de fibrose intersticial do miocárdio dos grupos 
curativos (Figura 30 e 31) novamente mostraram-se maiores nos animais coarctados que 
não receberam o tratamento (TAC + Veículo). Contudo, os camundongos coarctados e 
tratados (TAC + BZLO) de ambos os grupos curativos (15 e 30 dias) mostram uma 
redução importante da fibrose intersticial quando comparado ao grupo sem tratamento 
(TAC + Veículo). Esses resultados são semelhantes aos que ocorreram nos grupos 
preventivos. 
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15 dias  
 
Figura 30- Gráfico de barras indicam os valores médios da fibrose intersticial e as 
fotomicrografias representativas coradas com Tricômio de Masson (400x). *P<0,05 vs 
Sham + Veículo e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veículo. 
A - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + Veic) 
B - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + BZLO)  
C - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + Veic) 
D - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + BZLO) 
 
30 dias  
 
 
Figura 31- Gráfico de barras indicam os valores médios da fibrose intersticial e as 
fotomicrografias representativas coradas com Tricômio de Masson (400x). *P<0,05 vs 
Sham + Veículo e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + Veículo. 
A - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + Veic) 
B - Miocárdio proveniente do grupo (Sham + BZLO)  
C - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + Veic) 
D - Miocárdio proveniente do grupo (TAC + BZLO) 
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4.5.5 - Western Blotting 
A expressão protéica e atividade da FAK no VE (ventrículo esquerdo) foi 
avaliada pela técnica de western blotting. Como pode ser observado (Figura 32) a 
coarctação da aorta induziu aumento na expressão e atividade da FAK. Como esperado, 
o tratamento com BZLO induziu diminuição na expressão e atividade da FAK em 
ambos os grupos curativos (15 e 30 dias). Embora o grupo curativo (15 dias) tratado 
como o BZLO (TAC + BZLO) tenha apresentado uma redução discreta da atividade da 
FAK. Estes dados sugerem que o composto BZLO é um inibidor da FAK e que sua 
utilização pode ser importante para o controle do desenvolvimento da hipertrofia e 
insuficiência cardíaca. 
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15 dias  30 dias 
 
 
Figura 32- Gráficos de barras indicam a atividade da FAK nos grupos curativos de 15 e 30 
dias, respectivamente. *P<0,05 vs Sham + Veículo e Sham + BZLO. †P<0,05 vs TAC + 
Veículo. #P<0,05 vs Sham + BZLO. 
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5- DISCUSSÃO  
  
106 
O presente estudo foi planejado para avaliar os efeitos do tratamento com BZLO na 
hipertrofia do ventrículo esquerdo induzida por sobrecarga pressórica. Outros estudos 
conduzidos paralelamente em nosso laboratório resultaram no composto BZLO, um 
derivado quinazolínico com seletividade in vitro para a FAK. De fato, observamos que o 
tratamento com BZLO resultou em normalização dos níveis elevados de FAK fosforilada 
no resíduo de tirosina 397 no ventrículo esquerdo de camundongos submetidos à coarctação 
da aorta, indicando que o tratamento com BZLO foi eficaz para inibir a ativação da FAK 
em corações hipertróficos de camundongo. 
Com relação aos efeitos do BZLO sobre a hipertrofia cardíaca, contemplamos a 
avaliação dos efeitos de BZLO na prevenção, i.e. com o tratamento iniciado antes do 
estabelecimento da sobrecarga pressórica induzida por coarctação da aorta, e na regressão 
da hipertrofia, ou seja, tratamento iniciado após estabelecida a hipertrofia induzida por 
sobrecarga pressórica.  
Os resultados indicaram que o tratamento antecipado atenuou em cerca de 50% 
(avaliado pelo índice de massa ventricular esquerda e pela espessura ecocardiográfica da 
parede do ventrículo esquerdo) o desenvolvimento da hipertrofia do ventrículo esquerdo 
induzida por coarctação da aorta em camundongos. Essa atenuação na hipertrofia do 
ventrículo esquerdo foi acompanhada por atenuação semelhante na espessura dos miócitos 
cardíacos e da área de fibrose intersticial do ventrículo esquerdo. Da mesma forma, o 
tratamento com BZLO iniciado após estabelecida a hipertrofia, reduziu significativamente a 
massa do ventrículo esquerdo, a espessura do miócitos e a extensão da fibrose intersticial. 
Notavelmente, os efeitos anti-hipertróficos do tratamento com BZLO ocorreram sem que 
fossem observadas reduções na pressão arterial sistólica na aorta ascendente ou no 
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gradiente sistólico de transconstrição, indicando que os mesmos não se deveram a reduções 
na sobrecarga hemodinâmica.  
De maneira geral, os dados desse estudo demonstram que o tratamento com BZLO 
foi capaz não apenas de prevenir o desenvolvimento, mas, eficientemente, promover a 
regressão de hipertrofia do ventrículo esquerdo mesmo sem interferir na sobrecarga 
pressórica de camundongos submetidos à coarctação da aorta. Esses efeitos podem ser 
atribuídos, ao menos parcialmente, à inibição da hiperatividade da FAK no coração 
hipertrófico de camundongos. 
Nos últimos anos, diversos estudos têm indicado que a tirosina quinase FAK tem 
papel importante na resposta hipertrófica do coração, potencialmente com implicações no 
desenvolvimento da insuficiência cardíaca (Bayer et al, 2002; Peng et al, 2006; Di Michele 
et al, 2006; Lopes et al, 2007; Clemente et al, 2007).  
Estudos in vitro demonstraram que a ativação da FAK contribui decisivamente para 
a hipertrofia de cardiomiócitos em resposta a estímulos mecânicos ou mediadores neuro-
humorais (Franchini et al, 2000; Taylor et al, 2000; Eble et al, 2000; Kovacic-Milivojević 
et al, 2001; Domingos et al; 2002; Torsoni et al, 2003, Fonseca et al, 2005).  
A importância da FAK para o desenvolvimento da hipertrofia do ventrículo 
esquerdo foi recentemente confirmada em modelos de camundongos geneticamente 
modificados. De fato, demonstrou-se que a expressão cardíaco-específica de transgene da 
FAK resulta em hipertrofia moderada do ventrículo esquerdo de camundongos (Di Michele 
et al, 2006). Por outro lado, a deleção gênica condicional da FAK no coração de 
camundongos resultou em perda da resposta hipertrófica tanto a estímulos mecânicos 
quanto a estímulos humorais e desenvolvimento precoce de insuficiência cardíaca (Peng et 
al, 2006).  
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Já estudos em camundongos adultos tratados com siRNA indicaram que a depleção 
miocárdica de FAK atenuou o desenvolvimento de hipertrofia do ventrículo esquerdo de 
camundongos submetidos à sobrecarga pressórica crônica, acompanhada de redução da 
mortalidade (Clemente et al, 2007). 
Associada a esses efeitos, verificou-se redução na fibrose intersticial cardíaca, 
indicando que a importância da FAK na hipertrofia cardíaca não se restringe aos efeitos 
hipertróficos em cardiomiócitos, mas abrange também outros mecanismos, como a ativação 
da fibrogênese (Clemente et al, 2007).  
De fato, estudos realizados em fibroblastos cardíacos isolados demonstraram que a 
ativação da FAK, seja por estímulo mecânico, seja por estímulo de mediadores neuro-
humorais, tem papel crítico na ativação de fibroblastos quiescentes e sua transformação em 
miofibroblastos com alta atividade fibrogênica indicadas pela elevada capacidade de 
produzir colágeno e metaloproteínases de matriz (Wang et al, 2001; Dalla Costa et al, 2010; 
Lagares et al, 2012). 
Dados obtidos em fragmentos de miocárdio humano por meio de biópsia 
intraoperatória em pacientes portadores de hipertrofia do ventrículo esquerdo decorrente de 
valvulopatias indicaram aumento expressivo da atividade da FAK em miocárdio 
hipertrófico humano, particularmente no tecido fibrose intersticial (Lopes et al, 2007). De 
maneira geral esses dados corroboram a idéia de que a FAK possui um papel importante na 
hipertrofia cardíaca e na transição para a disfunção e insuficiência cardíaca.  
Além disso, dada a reversão do processo de hipertrofia patológica em experimentos 
de depleção miocárdica da FAK, pode-se considerar a FAK como um alvo terapêutico 
potencial. Os resultados do presente estudo dão suporte adicional a essa hipótese, indicando 
que o tratamento com inibidor seletivo da FAK não apenas atenua, mas reverte 
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parcialmente a hipertrofia e as alterações patológicas do miocárdio associadas a ela, como a 
hipertrofia dos cardiomiócitos e a fibrose miocárdica, independente de efeitos 
hemodinâmicos.  
Um aspecto crítico quando se consideram os inibidores de proteínas quinases refere-
se à seletividade dos inibidores. As proteínas quinases constituem cerca de 500 enzimas 
diferentes, pertencentes a famílias como aquelas das tirosino quinases e serino/treonino 
quinases por exemplo (Davies et al, 2001; Bain et al, 2007; Garuti et al, 2010; Eglen e 
Reisine, 2010). Tipicamente, essas enzimas apresentam o domínio catalítico bastante 
conservado, o que dificulta o estabelecimento de inibidores seletivos.  
Porém, variações discretas no sítio catalítico e a existência de sítios alostéricos 
próximos à região de acoplamento ao ATP têm permitido a obtenção de compostos que 
apresentam razoável grau de seletividade.  
No caso específico do BZLO, os dados disponíveis indicam inibição da FAK in 
vitro em concentrações na faixa de nanomolar, enquanto a inibição de outras tirosino 
quinases como os receptores c-KIT e PDGFR são inibidos em concentrações mais elevadas 
na faixa de micromolar. Apesar dos resultados apontarem para uma seletividade do BZLO, 
não é possível assegurar a seletividade in vivo do BZLO na dose utilizada no presente 
estudo (30 mg/Kg). No entanto, é importante ressaltar que apesar dos efeitos anti-
hipertróficos observados no presente estudo poderem representar a contribuição da inibição 
de outras tirosino quinases, demonstramos que a atividade da FAK foi inibida em paralelo 
ao efeito anti-hipertrófico do BZLO, sugerindo que, ao menos em parte, os efeitos do 
tratamento com BZLO se deveram à inibição da FAK. Em suporte a essa hipótese, estudos 
recentes do nosso laboratório demonstraram que o tratamento com um inibidor seletivo da 
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FAK reverteu completamente à hipertrofia induzida por transgene cardíaco-específico da 
FAK em camundongos (Clemente et al, 2012).  
Estudos futuros, realizados com tratamentos com doses menores associados a 
mapeamento da atividade de outras tirosino quinases potencialmente inibidas pelo BZLO, 
poderão esclarecer definitivamente sobre a seletividade dos seus efeitos na FAK no modelo 
de hipertrofia cardíaca induzida por sobrecarga pressórica em camundongos. 
É importante ressaltar a magnitude dos efeitos anti-hipertróficos observados com o 
tratamento com BZLO, sobretudo a magnitude da regressão observada nos camundongos 
com hipertrofia estabelecida decorridos 15 dias após a coarctação da aorta. Dados de 
estudos anteriores do nosso laboratório indicam o período de 15 dias como ideal para uma 
boa parte do crescimento hipertrófico e da fibrose intersticial já estarem estabelecidos nesse 
modelo.  
Verificamos no presente estudo que o tratamento com BZLO atenuou em cerca de 
10% o aumento da massa do ventrículo esquerdo tanto preventivamente como quando 
implementado após já estabelecida a hipertrofia. Esse resultado torna-se ainda mais 
expressivo quando se considera que o tratamento não modificou as condições 
hemodinâmicas que levaram à hipertrofia. Condições estas compatíveis com situações 
clínicas consideradas como de intensa sobrecarga mecânica (gradiente sistólico cerca de 75 
mmHg). Isso reforça a idéia de que a sinalização mediada pela FAK tem papel crítico não 
apenas no desenvolvimento, mas também na manutenção da hipertrofia induzida por 
sobrecarga mecânica. 
Observou-se que o tratamento com BZLO não apenas preveniu, mas também 
promoveu regressão da hipertrofia dos cardiomiócitos dos corações de camundongos 
submetidos a sobrecarga pressórica crônica. No presente estudo não avaliamos vias de 
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sinalização celular pelas quais o tratamento com BZLO poderia produzir esse efeito. No 
entanto, considerando-se o efeito dependente de FAK, demonstramos em estudos anteriores 
que a FAK promove hipertrofia cardíaca por ativar a via de MAP quinases mediada pelas 
ERK1/2, bem como a via PI3K/AKT/mTOR/S6K (Torsoni et al, 2003, Franchini et al, 
2000; Domingos et al, 2002).  
É interessante notar que diversas evidências indicam que essas vias de sinalização 
são críticas para o desenvolvimento da hipetrofia de cardiomiócitos, sendo consideradas 
vias finais comuns que medeiam processos de transcrição e tradução gênica em resposta a 
diferentes estímulos. Outro aspecto importante dessas vias diz respeito ao fato de que 
quando ativadas de forma branda ou transiente resultam na ativação de mecanismos que 
conduzem a uma hipertrofia dos cardiomiócitos com características de crescimento 
fisiológico e adaptativo.  
Por outro lado, a ativação persistente ou intensa da via PI3K/AKT/mTOR/S6K 
parece contribuir para o desenvolvimento de hipertrofia patológica maladaptiva. Portanto, é 
plausível admitir que, na situação patológica representada pela hipertrofia em resposta à 
sobrecarga pressórica crônica, a ativação persistente da FAK poderia representar um fator a 
contribuir para alterações maldaptativas dos cardiomiócitos. Isso explicaria a atenuação da 
hipertrofia dos cardiomiócitos em resposta ao tratamento com BZLO, sem deterioração 
funcional do coração dos camundongos submetidos a sobrecarga pressórica crônica.  
A avaliação dessa hipótese no presente estudo foi prejudicada porque nos 
restringimos a avaliar os camundongos com sobrecarga pressórica crônica em fases 
precoces (até 45 após a coarctação da aorta), quando ainda não manifestaram insuficiência 
cardíaca plena. No entanto, no grupo de camundongos no qual o tratamento foi iniciado 
após o estabelecimento da hipertrofia verificamos que o tratamento com BZLO impediu a 
  
112 
deterioração da função cardíaca (queda da fração de encurtamento do ventrículo esquerdo) 
observada no grupo tratado com veículo, sugerindo que a modulação da atividade da FAK 
pode contribuir para atenuar o desenvolvimento das alterações patológicas da hipertrofia 
maladaptativa.  
A inclusão de camundongos com disfunção ou insuficiência cardíaca em estudos 
futuros deverá esclarecer não apenas se a ativação da FAK contribui para a deterioração 
estrutural e funcional dos miócitos, mas também se sua inibição é capaz de reverter essas 
alterações nos estágios mais avançados da hipertrofia patológica.   
Mais ainda, os dados indicando não só a prevenção, mas também a regressão da 
fibrose intersticial cardíaca pelo tratamento com BZLO é surpreendente e traz à tona uma 
importante discussão sobre a reversibilidade da fibrose intersticial do coração com 
hipertrofia maladaptativa e nos estágios mais avançados quando já se instalaram a 
disfunção ou a insuficiência cardíaca. Da mesma forma que para o cardiomiócito, como 
discutido anteriormente, a regressão da fibrose pelo tratamento com BZLO sugere que a 
FAK contribui para manutenção da atividade dos processos que levam à fibrose intersticial. 
Essa idéia está de acordo com resultados de estudos anteriores que demonstraram o papel 
crítico da FAK na transformação dos fibroblastos quiescentes em miofibroblastos (Dalla 
Costa et al, 2010).  
Nesse contexto, é interessante notar que existe estreita associação entre a atividade 
de fibroblastos, a progressão da fibrose intersticial e a deterioração funcional na hipertrofia 
maladaptativa (Lopes et al, 2007; Clemente et al; 2007). Sendo a FAK crítica para o 
processo de ativação dos fibroblastos, tratamentos que interfiram em sua função poderiam 
ser importante para sua regressão não apenas nos estágios iniciais da hipertrofia, como 
demonstrado aqui, mas também, nos estágios avançados onde já houvesse disfunção e 
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insuficiência cardíacas. Novamente, estudos adicionais com BZLO em modelos em fase de 
disfunção e insuficiência cardíacas poderão esclarecer se a inibição da FAK pode contribuir 
para reverter a fibrose miocárdica em estágios de hipertrofia patológica maladaptativa. 
Ainda no contexto dos efeitos cardiovasculares do BZLO, ressaltamos que não 
foram avaliados possíveis efeitos desse composto nos vasos da microcirculação. Diversas 
evidências suportam a hipótese de que intervenções que aumentem a microcirculação 
miocárdica resultam em efeitos benéficos para a função cardíaca em estados patológicos 
(Beyer e Gutterman, 2012; Camici et al; 2012).  
Por outro lado, intervenções que resultam em redução da microcirculação podem 
contribuir para deterioração funcional e estrutural de corações hipertróficos. Sendo 
importante mencionar os dados disponíveis que indicam que a FAK pode exercer influência 
na angiogênese (Ilic et al, 2003; Baren et al, 2006; Angelucci e Bologna, 2007; Weis et al, 
2008; Lim et al, 2010; Peng e Guan, 2011) e consequentemente os efeitos de sua inibição 
poderiam resultar em alterações da microcirculação. À vista desses aspectos será 
importante em estudos futuros avaliar os efeitos do tratamento com BZLO na 
microcirculação cardíaca. 
Em conclusão, os resultados do presente estudo indicam que o tratamento com o 
derivado quinazolínico BZLO, um inibidor seletivo da FAK, não apenas previne, mas, 
efetivamente, promove a regressão da hipertrofia patológica induzida por sobrecarga 
pressórica em camundongos. Esse efeito é acompanhado de regressão similar da hipertrofia 
dos cardiomiócitos e da fibrose intersticial, com preservação da função ventricular, 
particularmente nos casos em que promove simultaneamente a regressão da hipertrofia. 
Tais resultados reforçam a idéia de que a FAK é um alvo terapêutico potencial. 
Além disso, os dados apresentados nesse estudo indicam efeitos benéficos do tratamento no 
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modelo de hipertrofia cardíaca patológica em camundongo, sem evidências de efeitos 
colaterais ou deletérios indicando potencial de aplicação clínica dessa modalidade de 
tratamento.  
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